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Der Stoffwechsel der Hefe- und Mycelform 
von Mucor Guilliermondi. 


Von 


H. Liiers, R. Kiihles und H. Fink. 
(Aus der Wissenschaftlichen Station fiir Brauerei in Miinchen.) 
(Eingegangen am 15. November 1929.) 
Mit 4 Abbildungen im Text. 


Es ist seit langem bekannt, da8 Schimmelpilze durch besondere 
Ernahrungsverhaltnisse veranlaBt werden kénnen, an Stelle des fiir 
sie charakteristischen Mycelwachstums Hefenformen zu bilden. Die 
Art und Weise, wie diese Hefenformen aus dem Mycel auftreten, und 
die morphologischen und physiologischen Eigenschaften, die sie be- 
sitzen, sind verschieden. Bei Aspergillus oryzae z. B. konnte'J. Fuchs?! 
beobachten, daB die an den Sterigmen haftenden Conidien des Pilzes 
unter gewissen Ernaibrungsbedingungen anstatt zum Mycel auszu- 
keimen, zu Hefenzellen aussprossen, die sich ihrérseits durch Sprossung 
vermehren, normale alkoholische Garung hervorrufen und unter Um- 
standen auch endogene Sporen bilden. Bei verschiedenen Mucorarten 
dagegen findet man, daB das Mycel durch Unterteilung in einzelne 
Zellen von hefeartiger Form, sogenannte Kugelhefen, zerfallt, die 
sich durch Sprossung vermehren, alkoholische Giarung erzeugen, sich 
aber einmal durch ihre gréBere Gestalt und ferner durch den Mangel 
an Sporenbildungsfahigkeit von den Saccharomyceten unterscheiden. 
Gelangen soleche Kugelhefen wieder unter die fiir Mycelwachstum 
gegebenen Bedingungen, so keimen sie wieder zu normalem Mycel 
aus, das durch einen anderen, namlich den Atmungsstoffwechsel, aus- 
gezeichnet ist, wihrend bei den Hefeformen der Garungsstoffwechsel 
vorherrscht. 

Das Problem der Bildung von Hefeformen bei Schimmelpilzen 
ist bis jetzt vorzugsweise nur vom biologischen Standpunkt aus be- 


1 J. Fuchs, Zentralbl. f. Bakteriol. usw. Il. Abt., 66, 490, 1925/26; 
dortselbst ausfiihrliche Literatur tiber das gesamte Gebiet. 
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trachtet worden. Es liegt jedoch die Vermutung nahe, daB eine so 
tiefgreifende morphologische Verainderung, wie sie der Ubergang vom 
Mycel zur Hefe darstellt, auch von einer Anderung des gesamten Stoff- 
wechsels und damit zusammenhangend auch von einer Umstellung 
des enzymatischen Apparats begleitet wird. Die Ergebnisse, welche 
O. Meyerhof! beim Studium des Stoffwechsels verschiedener Hefen 
erzielen konnte, sprechen fiir diese Annahme. 


In der vorliegenden Arbeit sollte nun mit Hilfe der von Meyerhoj 
angewandten Methoden der Atmungs- und Garungsmessung die 
Méglichkeit einer Verschiedenheit des Stoffwechsels an der Mycel- 
und Hefenform einer Mucorart experimentell gepriift werden. Ferner 
sollte durch quantitative Messung der den Kohlehydratumsatz und 
die Atmung katalysierenden Enzyme festgestellt werden, inwieweit 
sich der enzymatische Apparat auf den durch die morphologische 
Umwandlung veranderten Stoffwechsel umstellt. 


Als Versuchsmaterial diente der erst kiirzlich von Nadson und 
Philippov® aufgefundene Mucor Guilliermondi, der sich dureh die 
erwiinschte Eigenschaft auszeichnet, sehr reichlich und unter leicht 
zu schaffenden Bedingungen Hefen zu bilden, die ihrerseits wieder 
ebenso leicht bei Schaffung neuer Bedingungen in die Mycelform 
tibergehen. Den Organismus verdanken wir Herrn Dr. J. Fuchs, dem 
Biologen der Wissenschaftlichen Station fiir Brauerei in Miinchen. 

Von groBer Wichtigkeit war es, fiir die beabsichtigten Stoff- 
wechselversuche die beiden Wachstumsformen des Mucors in véollig 
reiner Form ohne gegenseitige Vermengung zu erhalten. Dazu muBten 
die Versuchsbedingungen erst engittelt werden. Nach Nadson und 
Philéppov sind die hauptsichlichsten Faktoren, welche die Kugel- 
hefenbildung hervorrufen, ungeniigende Liiftung des Nahrbodens, 
Sattigung der Atmosphare mit Wasserdampf, Saiurewirkung (Kohlen- 
siure und Sauren des Nahrbodens), ferner Gegenwart von vergarbaren 
Zuckern. Diese Bedingungen sind erfillt, wenn man nach dem Beispiel 
Wehmers® Erlenmeyerkélbchen mit Garverschlu8, die zu vier Fiinftel mit 
steriler Bierwiirze gefillt sind, mit den Sporen des Mucor Guillier- 
mondi beimpft. Solange noch Luft in der Wiirze und im Kélbehen 
vorhanden ist, bilden sich neben der sofort auftretenden Kugelhefe 
noch einige Mycelflocken, die aber mit kraftig einsetzender Garung 
rasch von der Hefe itiberwuchert werden. Nach mehrmaliger Uber- 
impfung der girenden Wiirze in neue Wiirze gelingt es leicht und 
volistandig, nur mehr reines Hefewachstum zu erzielen. In_ einer 


1 Diese Zeitschr. 162, 43, 1925. 
2 Revue Générale Botanique 87, 450, 1926. 
3 Zentralbl. f. Bakteriol. usw. I]. Abt., 14, 556, 1905. 
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Apparatur aus zwei verschieden groBen Glaskolben, die der in Brauereien 
benutzten Reinzuchtapparatur System Nathan nachgebildet war, 
lieB sich die Kugelhefe in Wiirze viele Generationen hindurch ohne 
infektionsgefahr weiterziichten und die geerntete Hefe nach Bedarf 
entnehmen. Die Hefe hat aber selbst bei einer ein ganzes Jahr wahrenden 
Fortziichtung unter anaeroben Bedingungen keineswegs die Fahigkeit, 
in der Mycelform zu wachsen, verloren. Impft man namlich die Kugel- 
hefe auf Wiirzegelatineplatten in Petrischalen, so zeigt sich schon 
nach 2 Tagen kraftiger Mycelrasen, ebenso wie wenn man statt der 
Hefe Sporen des Mucors ausgesat hatte. 

Wesentlich schwieriger dagegen war es, ein vollig reines, von 
Kugelhefen freies Mycel zu erhalten. Sein Wachstum wird begiinstigt 
durch kraftigen Luftzutritt, Mangel an Feuchtigkeit, karglichere 
Nihrstoffdarbietung. Wachstum auf Wiirzegelatine- und Wiirzeagar- 
platten fiihrte nicht zum Ziele, da neben reichlichem Mycel immer 
noch, besonders in den unteren Partien der Kulturen, auch Kugelhefe 
vorhanden war. Auch das von Wehmer (l.c¢.) an Mucor racemosus 
angewandte Verfahren, die Wiirze durch Durchsaugen von steriler 
Luft mit Sauerstoff standig zu sittigen, fiihrte nicht zum Ziele. Ein 
voller Erfolg war erst zu verzeichnen, als man porése Tonteller, die 
mit Wiirze getrankt waren und in einer feuchten Kammer sich be- 
fanden, mit den Pilzsporen beimpfte. In 8 bis 10 Tagen waren die 
Tonteller vollkommen mit dichtem weiBen Mycel tiberwuchert, das 
sich leicht durch Abschaben gewinnen lieB. Unter dem Mikroskop 
erwies es sich als nur aus Mycelfaden mit Sporangien und Sporen 
zusammengesetzt, dagegen fehlten Kugelhefen vollkommen. 

In einer groBen Anzahl von Kulturversuchen mit festen und 
fliissigen Nahrbéden unter Zutritt und AbschluB von Luftsauerstoff, 
mit konstanter Kohlenstoffquelle und variierter Stickstoffquelle und 
umgekehrt, ferner Variation des py im Nahrboden suchten wir Auf- 
schlu8 dariiber zu erhalten, welche Ernahrungsbedingungen fiir das 
Mycel- bzw. das Kugelhefewachstum jeweils die giinstigsten sind. 
Wir verzichten hier auf die Wiedergabe des experimentellen Materials, 
da es dem angeschnittenen Problem ferner steht, und verweisen Inter- 
essenten auf die Dissertation des einen von uns'. Das Ergebnis dieser 
Versuche kann kurz folgendermaBen zusammengefaBt werden: Kugel- 
hefenbildung tritt in um so reichlicherem Mafe ein, je besser der Nahr- 
boden dem Pilz zusagt. Luftmangel begiinstigt dabei die Kugelhefen- 
bildung so stark, daB schlieBlich keine Mycelflocken mehr auftreten. 
Umgekehrt, je schlechter auf einem Nahrboden der Pilz gedieh, desto 
geringer war im Verhaltnis zum Mycel der Anteil an Kugelhefe. Bei 


1 R. Kiihles, Diss. d. Techn. Hochschule Miinchen 1928. 
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diesen ungiinstigen, das Wachstum wenig foérdernden Nahrbéden bring: 
auch der Luftabschlu8 keine wesentliche prozentuale Steigerung de: 
Kugelhefenbildung hervor. Der Umwandlung der Mycelform in dir 
Kugelhefenform geht eine Anreicherung der Mycelfaden an kérnigem 
Inhalt voran. Solehe Mycelfiden geben eine deutliche Glykogen 
reaktion, ebenso wie die Kugelhefen, die ebenfalls kérnigen Zellinhalt 
aufweisen. Der Zerfall des Mycels in Kugelhefen stellt gleichsam eine 
VergréBerung der assimilierenden Oberflache dar, die den Organismus 
zur Aufnahme der erhéht dargebotenen Nahrung befahigt. DaB die 
Kugelhefenform eine bessere Ernahrung des Organismus zulaBt als 
die Mycelform, beleuchten auch einige durchgefiihrte Glykogen-' 
und EiweiSbestimmungen. 
Reines Mycel von Tonplatten enthielt in der 
Trockensubstanz........... %I1,9bis 2,4% Glykogen 
Kugelhefe von Garkélbchen enthielt in der 
po ee eee ee = ee fA es 
Kugelhefe nach der fiinften Ziichtung aus 
der Reinzuchtapparatur enthielt in der 
IN. Ske ehh ele & 0. tee oe 2S 
Eine zum Vergleich untersuchte Brauerei- 
unterhefe enthielt in der Trockensubstanz 10,2 ,, 10,3% 


- oO 


Der Eiweibgehalt bei Tonplattenmycel betrug 19,1 bis 23,7 
bei Kugelhefe aus Mycel 41,9 bis 43,1 °., bei langer anaerob geziichteter 
Kugelhefe 43,1 bis 45,0°, der Trockensubstanz. 


Der Atmungs- und Girungsstoffwechsel von Hefe- und Mycelform. 
A. Mycel. 


Mycelhaute aus Gelatineplattenkulturen hatten je nach dem 
Alter und der Dicke der Gelatineschicht einen in weiten Grenzen 
wechselnden Anteil an Kugelhefezellen. Atmungsversuche, die mit 
solechen Kulturen angestellt wurden, ergaben keine reproduzierbaren 
Ergebnisse. Mycel aus den Tonplattenkulturen enthielt aber stets 
nur die reine Mycelform des Pilzes und gab, im Warburgschen Respiro- 
meter gemessen, eindeutige Resultate. Die Versuchsergebnisse sind 
in Tabelle I (s. experimenteller Teil) niedergelegt. 

Im Verlauf der Untersuchungen hat sich ergeben, daB der Stoff- 
wechsel mehr oder minder von der Vorgeschichte der untersuchten 
Kultur abhangig ist. Zur Orientierung sind deshalb die nétigen Angaben 
mit in der Tabelle aufgenommen. 


1 Nach v. Euler, H. Fink und R. Nilsson, Zeitschr. f. physiol. Chem. 


158, 321. 
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14 bis 16 Tage altes Mycel hat in zuckerfreier Phosphatlésung 
eine AtmungsgréBe von Qo, 5,7 bis 6.4 (Versuche 1, 2, 3). In einem 
Falle, in dem das Wachstum sehr stark war (die Tonplatte enthielt 
viel Wiirze, Versuch 4), wurde die Atmung am vierten Tage bestimmt. 
Der Wert fiir die Atmung betrug hier Q,, 10. In einer 5°. igen Glu- 
coselésung wird die Atmung des Mycels auf etwa das Doppelte ge- 
steigert. Die Werte fiir Qj, bewegen sich hier zwischen 7,1 und 13 
(Versuche 5, 6, 7). Beim Versuch 6, bei dem das gleiche Mycel wie 
in Versuch 2 gemessen wurde, ist die Atmung in Zucker genau das 
Doppelte wie in zuckerfreiem Phosphat. In den Versuchen 6 und 7 
kamen zwei schlecht wachsende Kulturen zur Untersuchung. In beiden 
Fallen ist die Atmung sowohl, als auch die aerobe und anaerobe Kohlen- 
siureentwicklung besonders klein. Diese Tatsache, als auch die grobe 
Atmung bei der gut wachsenden Kultur 4, bestatigen die Annahme, 
daB in Zeiten guten Wachstums und rascher Entwicklung der Stoff- 
wechsel auch relativ gesteigert ist. 

Die GarungsgréBe in Sauerstoff ist ungefahr das Doppelte der 
AtmungsgréBe. Die anaerobe Garung ist ungefahr noch einmal so stark 
wie die aerobe Garung. Dieses Verhaltnis bleibt bestehen, so daB bei 
den schlecht wachsenden Kulturen 6 und 7 nicht nur die Atmung, 
sondern auch der aerobe wie anaerobe Girungsumsatz gesunken ist. 

Die Veratmung von | cem Sauerstoff verhindert dementsprechend 
das Auftreten von 1,3 bis 1.5 cem Garungskohlensaure. 

Rechnet man die erhaltenen Werte auf den Zuckerverbrauch um, 
so ergibt sich folgendes Bild: 

Bei Gegenwart von Sauerstoff treffen auf 1 Mol Zucker, das 
veratmet wird, 5 bis 6 Mol Zucker, die vergoren werden. Im anaeroben 
Falle ist das Verhaltnis von veratmetem zu vergorenem Zucker (be- 
zogen auf den aeroben Fall) wie 1:9 bis 12. 

Die Oxydation von 1 Mol Zucker macht also die Vergarung von 
4 bis 6 Mol Zucker riickgangig (Tabelle 1). 


B. Kugelhefe. 

Die AtmungsgréBe in zuckerfreier Phosphatlésung schwankt bei 
der Kugelhefe zwischen 7 und 9. Sie ist also nur um einen geringen 
Betrag gréBer als der entsprechende Wert fiir Mycel und entspricht 
den von Meyerhof! gefundenen Werten fiir BackerpreShefe und ober- 
und untergirige Bierhefen (Tabelle II, Versuche 11, 12, 13).3 

In 5°,iger Traubenzuckerlésung tritt dagegen eine erhebliche 
Steigerung ein. Steigt die AtmungsgréBe beim Mycel in Zuckerlésung 


1 O. Meyerhof, a.a. O. 
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auf das Doppelte, so steigt sie hier auf das Drei- bis Vierfache des 
Qo, -Wertes der reinen Phosphatlésung. In dieser Hinsicht steht si: 
in ihrem Verhalten zwischen der Unterhefe und der BackerpreBhefe 
Sowohl die aerobe als auch die anaerobe Garung ist im Vergleich 
zum Mycei bedeutend gréber. Dies sowohl, als auch der grébere 
Atmungsquotient beweisen, daB in der Kugelhefe ein lebhafterer Stoff 
wechsel als im Mycel stattfindet, eine Tatsache, die mit der leichten 
Kugelhefebildung in wachstumsférdernden Nahrsubstraten gut iiberein- 
stimmt. Auch hier tritt wieder deutlich in Erscheinung, daB bei den 
virulenten Kulturen die absoluten Stoffwechselquotienten gréBer sind 
als bei Kulturen, bei denen durch langeren Aufenthalt im vergorenen 
Substrat die Entwicklung gehemmt ist, wie bei den Kulturen de: 
Versuche 15 und 16. Bei der 4 Wochen alten Kultur 15 sinken die 
Werte von Q wieder auf die GréBe derjenigen des Mycels. Tatsichlich 
war auch hier wieder einige Tage spater ein Mycelschleier in der Wiirze 
der tibriggebliebenen Kultur aufgetreten. 

Trotzdem die AtmungsgréBe bei der Kugelhefe absolut gréBer 
ist als die des Mycels, so ist sie, verglichen mit der aeroben Garung. 
etwas kleiner. Von der Hefeform werden im aeroben Falle auf 1 Mo! 
veratmeten Zuckers im Durchschnitt 9 Mol Zucker, im anaeroben 
Falle im Durchschnitt 11 Mol Zucker vergoren. 


Der Einflu8, den die Atmung auf die Wirkung der Kugelhefe 
ausiibt, ist also bedeutend geringer als beim Mycel. Der Verbrauch 
von 1 cem Sauerstoff verhindert das Auftreten von nur 0,3 bis 1,1 emm 
Kohlensaure gegen 1,3 bis 1,8 cmm beim Mycel. Dementsprechend 
werden beim Mycel 4 bis 6 Mol Zucker pro Mol veratmeten Zuckers 
vor der Spaltung bewahrt, bei der Hefeform sind es aber nur noch 
2 bis 3 Mol. 


Diese Anderung im Stoffwechsel tritt schon gleich bei der Um- 
zuchtung von Mycel in Kugelhefe auf. Wird nun die aus dem Mycel 
gebildete Kugelhefe anaerob unter den fiir die Kugelhefe giinstigen 
Bedingungen weitergeziichtet, so tritt eine weitere, aber nur sehr 
geringe Verminderung des Sauerstoffeinflusses auf. 

Das in Versuch 7, Tabelle 1, gemessene Mycel diente zur Impfung 
der vorher erwahnten ,,Nathan‘‘-Reinzuchtapparatur. 14 Tage nach 
der Mycelimpfung wurde dann eine Hefeprobe entnommen und unter- 
sucht (Versuch 19, Tabelle IT). Nach weiteren 14 Tagen hatte die 
Kohlensaureentwicklung aufgehért und die Hefe sich zu Boden gesetzt. 
Die Neufiillung wurde alle 3 bis 4 Wochen wiederholt. 22 Tage nach 
der zweiten Fiillung wurde wieder der Stoffwechsel gemessen (Versuch 20. 
Tabelle LII), 14 Tage nach der fiinften und 16 Tage nach der zehnten 
Fiillung wurden die Messungen sowohl in Phosphat- als auch in Zucker- 
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phosphatlésung durchgefithrt (Versuche 12 und 21, 13 und 22). Diese 
fast ein Jahr dauernde anaerobe Ziichtung verminderte also noch 
weiterhin den hemmenden EinfluB des Sauerstoffs. Der standige 
Sauerstoffmangel hemmt aber in groBem Mabe das Wachstum des 
Pilzes. Die Ausbeute an Trockensubstanz betrug bei der Auflassung 
des Stammes nach der zehnten Fiillung nur 12,6 g. 


C. Versuche tiber die Stoffwechselinderung bei der Umbildung 
von Mycel in Kugelhefe. 

Die groBen Unterschiede, die sich im Stoffwechsel des Mycels 
gegen den Stoffwechsel der Kugelhefe ergeben hatten, legten den 
Gedanken nahe, den Stoffwechsel wahrend der Umbildung von Mycel 
in Kugelhefe genauer zu verfolgen. Zu diesem Zwecke wurde auf Ton- 
tellern, wie tiblich, Mycel geziichtet und nach 14 Tagen der ganze 
Sporangienrasen einer Platte mit etwa 0,1 g Trockensubstanz in je 
ein Garkélbchen eingefiihrt, das mit heller, gehopfter Bierwiirze von 
10,6 °,, Extrakt gefiillt war. Die Kélbchen wurden unter den tiblichen 
Bedingungen bei Zimmertemperatur aufbewahrt. Nach etwa 18 Stunden 
begann eine sichtbare Kohlensiureentwicklung. © Nach 36 Stunden 
hatte sich so viel Hefe zu Boden gesetzt, daB mit den Versuchen be- 
gonnen werden konnte. Die Wiirze mit den gréBeren umherschWwimmen- 
den Mycelflocken wurde vom Hefesatz dekantiert und der Hefesatz 
auf die itbliche Weise zu einer homogenen Suspension fiir den Versuch 
vorbereitet. 

Die Stoffwechselquotienten der gebildeten Kugethefe wahrend des 
(Ubergangsstadiums sind ‘absolut gréBer als die des Mycels, erreichen 
aber nicht die Werte der Kugelhefen Alterer, virulenter Kulturen. 
Dagegen ist der EinfluB des Sauerstoffs auf das bei der Kugelhefe 
gefundene MaB zuriickgegangen. Wie aus Tabelle III ersichtlich, 
werden durch die Veratmung von 1 cmm Sauerstoff die Bildung von 
0.4 bis 1,1cmm Géarungskohlensaure verhindert, bzw. die Spaltung 
von 1,8 bis 2,7 Mol Zucker riickgangig gemacht. 

Die Verhaltnisse 

aerob vergorener Zucker 
veratmeter Zucker 
und 
anaerob vergorener Zucker 


veratmeter Zucker 


halten sich in den fiir Kugelhefe gefundenen Grenzen, 


Man darf also annehmen, daB die Stoffwechselanderung bei Um- 
ziichtung im anaeroben Milieu mit der Kugelhefebildung eingetreten 
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ist, und daB auch das zerfallende Mycel schon die der Kugelhefeform 
entsprechenden Stoffwechselverhiltnisse aufweist, wenn auch di 
absoluten Werte noch nicht erreicht sind. Die bei der Kugelhefe 
abschniirung auftretende Oberflachenvergr6éBerung erméglicht dann den 
héheren Stoffwechsel. Es ist méglich, daB die noch nicht ganz erreicht: 
GréBe der Q-Werte bei den in den Versuchen 23 bis 30 untersuchten 
Kugelhefen auf Beimengungen von zerfallenden Mycelfaden zuriick 
gufiihren ist. Hierfiir spricht auch Versuch 32, bei dem eine 21 Tag 
in einem Garkélbechen submers und anaerob gehaltene Myceldecke 
untersucht wurde. Die GréBe der Stoffwechselquotienten entspricht 
ungefahr denen des Mycels. Ihre gegenseitigen Verhiitnisse, besonders 
was den SauerstoffeinfluB und die auf Zucker umgerechneten Ver- 
haltnisse von Garung zu Atmung betreffen, gleichen aber ganz denen 
der in Versuch 31 untersuchten Kugelhefe, die der gleichen Myceldecke 
durch Umbildung entstammt. 

Der umgekehrte Vorgang, die Auskeimung der Kugelhefe aus 
einer mit Wiirze getrankten Tonplatte und das folgende Wachstum 
von Mycel, wurde in den Versuchen 9 und 10 untersucht. Die Atmung 
in Phosphat allein ist erwartungsgemaB Qo, = 6,3. Die Steigerung 
der Atmung in Zuckerlésung erreicht den 31,fachen Wert, und dem- 
gemaB sind auch die absoluten @-Werte fiir aerobe und anaerobe 
Garung von der gleichen GréSe wie bei der Kugelhefe. In dieser all- 
mahlichen Einstellung der Stoffwechselwerte auf die fiir die neue 
Form giiltigen ist also eine gewisse Analogie mit dem oben beschriebenen, 
in umgekehrter Richtung verlaufenden Umwandlungsversuch vor- 
handen. Interessant ist aber, daB auch hier wieder die den Sauerstoff- 
einflu8 charakterisierenden Verhaltnisse sofort die fiir das Myce] 
giltigen Werte erreichen. 


Der enzymatische Apparat von Hefes und Mycelform. 

Wie schon eingangs erwahnt, war anzunehmen, daf eine so tief- 
greifende Anderung, wie sie der Ubergang vom Mycel zur Kugelhefe 
darstellt, sicherlich nicht ohne Einflu8 auf den enzymatischen Apparat 
der beiden Wachstumsformen sein wiirde, ebenso wie er den Atmungs- 
und Garungsstoffwechsel und auch die analytische Zusammensetzung 
(Glykogen- und EiweiSgehalt) nicht unbeeinfluBt lie}. Entsprechend 
der Problemstellung erstreckten sich unsere Beobachtungen auf jene 
Enzyme, welche fiir den Atmungs- und Géarungsstoffwechsel von 
besonderer Bedeutung sind, also vornehmlich auf die Gruppe der 
Carbohydrasen und Desmolasen, nebst den Oxydoreduktasen. 

In der Gruppe der Carbohydrasen war zunachst bemerkenswert. 
das weder Mycel noch Hefe die starkeverfliissigende Komponente 
der Amylase enthielten, dagegen besaBen beide in ziemlichem MaBe 
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starkeverzuckernde Fahigkeit. Der Untersehied zwischen Mycel und 
Hefe war geringfiigig, etwas zugunsten des Mycels verschoben. 

Bei der Maltase wurde auf Grund der neueren Arbeiten von 
Willstatter und Mitarbeitern! und von Lethowitz? beriicksichtigt, daB, 
je nachdem die Affinitat des Enzyms auf den Glucose- oder Glucosido- 
anteil der Maltose gerichtet ist, verschiedene Maltasetypen zu unter- 
scheiden sind, z. B. die Glucosidomaltasen, zu denen die Hefemaltase 
gehort (py-Optimum 6,7 bis 7,2), und Glucomaltasen, zu welchen 
Taka- und Malzmaltase zahlen (py 4,0 bis 4,5). Der Versuch zeigte, 
daB bei py = 4 das Zeitverhaltnis von Mycel zu Hefe, durch welches 
eine Drehungsabnahme um 3° erzielt wird, wie 1:4, bei py = 7 da- 
gegen wie | : 2 ist. Die Wirkung der Maltase ist also beim Mycel deutlich 
stirker als bei der Hefe. Die Maltase des Mycels ist wegen der starkeren 
Wirkung bei py = 4 in die gleiche Gruppe wie Malz- und Takamaltase 
einzureihen. Dagegen war bemerkenswert, dab bei der Kugelhefe 
sich keinerlei Beeinflussung der Maltasewirkung durch die (H_) geltend 
machte. Arbeitet man mit den frischen, lebenden Organismen, nicht 
mit Treckenpraparaten, so zeigte sich, daB bei der Kugelhefe die Null- 
drehungszeit nur die Halfte der des Mycels war.: 

Hinsichtlich der Saccharase erwies sich bei der Priifung der Trocken- 
praparate die Kugelhefe reicher an Enzym als das Mycel, das In- 
versionsvermigen J, betrug beim Mycel 0.0048, bei der Hefe 0.0064. 
Bei den lebenden Praparaten dagegen war J ; yyeo, = 0.006, Jp pete = 0,008 
Es erweist sich somit die Kugelhefeform reicher an Saccharase als die 
Mycelform. 

Um zu entscheiden, ob die Saccharase von Mucor Guilliermondi 
als Gluco- oder Fructosaccharase zu betrachten sei, wurde die Angreif- 
barkeit von Gluco- und Fructoderivaten der Saccharase gepriift. Als 
Fructoderivat diente die von Kuhn und Grundherr® als solches fest- 
gestellte Melezitose, als Gluccderivat die Raffinose. Versuche an 
der Melezitose mit Trockenpriparatausziigen von Mycel, Kugelhefe 
und zum Vergleich von untergiriger Brauereihefe ergaben in allen 
drei Fallen die gleiche minimale Spaltung. Eine Glucosaccharase ist 
also in praktisch bedeutungsvoller Menge nicht vorhanden. Im Gegen- 
satz hierzu trat bei der Raffinose eine kraftige Spaltung durch Ausziige 
aus mit Toluol getétetem Mycel- und Hefematerial ein, und zwar 
war die Zunahme des Reduktionsvermégens bei der Hefe bedeutend 
stirker. Ein nach A. Bau* vorgenommener Garungsversuch der 


' Zeitschr. f. physiol. Chem. 118, 224; 154, 164; 151, 242. 
2 Ebendaselbst 149, 184. 

3 Ber. 59, 1655. 

* Zeitschr. f. Spiritusind. 1906. 
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Raffinose mit Mycel und Kugelhefe, der iiber die Gegenwart von 
Melibiase Aufklarung verschaffen sollte, verlief nicht véllig durch 
sichtig, immerhin brachte er Stiitzen fiir die Gegenwart von Melibias: 
und fiir den Fructosaccharasetypus des Mucorinvertins. 


Lactase ist im Mycel kraftig nachweisbar, in der Hefe ist sie nu 
in sehr geringer Menge vorhanden. Der gleiche Befund trifft auch 
fiir den frischen Pilz zu. 

Die Zymase, gemessen an den unter gleichen Bedingungen aus 
Glucose gebildeten Kohlensiuremengen, war erwartungsgema in der 
Kugelhefe in bedeutend héherer Konzentration als im Mycel vorhanden 
Es verhielten sich die Zymasekonzentrationen von Mycel zu Hefe 
wie 1: 3. 

Die Cozymase |aBt sich aus getrocknetem Mycel und Hefe teilweise 
auswaschen. Cozymase aus Brauereiunterhefe aktiviert die Apozymase 
der Kugelhefe starker als die eigene Cozymase. Umgekehrt wird die 
Apozymase der Unterhefe durch die Cozymase der Kugelhefe nicht 
so stark aktiviert, wie durch das eigene Waschwasser. Ahnlich liegen 
die Verhaltnisse bei den Apozymasen der Kugelhefe und des Mycels 
bei Aktivierung durch die gegenseitigen Waschwiisser. Die CO,-Ent- 
wicklung beim Mycel steigt durch Aktivierung mit Kugelhefenwasch- 
wasser in der gleichen Zeit auf etwa das Doppelte gegeniiber der Akti- 
vierung durch das eigene Waschwasser. 

Auch die Carboxylasewirkung ist bei der Kugelhefe etwa zwei- 
bis dreimal so stark als beim Mycel. Der Newherg-quotient, das ist das 
Verhaltnis der Geschwindigkeit der Glucosegirung zur Geschwindigkeit 
der Brenztraubensiuregirung, ist fiir frisches Mycel etwa 3, fiir 
frische Kugelhefe etwa 3 bis 5; bei den Trockenpraparaten dagegen 
verlaufen beide Spaltungen ungefahr gleich rasch, der Quotient liegt 
nahe bei 1. 

Einige orientierende Versuche iiber carboligatische Wirkungen der 
Mucorformen lieBen erkennen, da8 in der Kugelhefe ebenso wie in 
der vergleichend gepriiften Ober- und Unterhefe Carboligase kriftig 
vorhanden ist, wahrend sie im Mycel stark zuriicktritt. 

An Oxydoreduktase, gemessen an der Methylenblauentfarbungszeit, 
ist die Kugelhefe bedeutend reicher als das Mycel. Trocknung der 
Organismen setzt in beiden Fallen die Entfarbungszeit herab. 

Die Katalasewirkung ist dagegen wieder im frischen Mycel deut- 
licher ausgepragt als in der frischen Hefe. 


Cytochrom war sowohl im Mycel als auch in der Hefe nur in geringer 
Menge, ohne deutliche quantitative Unterschiede nachzuweisen. 
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Die Gesamtheit dieser enzymatischen Studien ergab demgemab, 
daf& bei dem Ubergang von der Mycel- in die Kugelhefeform sinn- 
fallige Veranderungen im enzymatischen Apparat sich einstellen, die 
sich jedoch nicht in qualitativer, sondern vielmehr in quantitativer 
tichtung auBern. Jene Enzyme, die der Kugelhefe entsprechend 
ihrem ausgepragten Garungsstoffwechsel als Helfer zu dienen haben, 
also vornehmlich der Zymasekomplex, die Oxydoreduktase, die Sac- 
charase, Raffinase, Maltase finden sich hier in vermehrter Form vor. 
Dagegen sind im Mycel jene Enzyme in hoéherer Konzentration an- 
zutreffen, die dessen Wachstum auf ihm zusagenden Nahrbéden be- 
giinstigen; zu diesen zihlen vor allem Amylase und Lactase. Eine 
villige Neubildung eines wichtigeren Enzyms bei der Umstellung von 
Mycel- auf Kugelhefeform war jedenfalls nicht zu beobachten. 


Experimentelles und Versuchsbelege. 


Atmungs- und Gdrungsmessung. 


Die Atmungs- und Garungsmessungen erfolgten im ,,Atrnungsapparat * 
nach Warburg, den uns Herr Geheimrat Hans Fischer in liebenswiirdige 
Weise zur Vertiigung stellte, wofiir ihm auch an dieser Stelle gedankt sei. 
Die Temperatur der Messungen betrug 25 + 0,1°C. Alle Messungen wurden 
doppelt ausgefiihrt, und zwar sowohl nach der Alteren, Warburg schen 
Methode’, bei der die Atemtrége einen Einsatz mit Kalilauge zur Absorption 
der gebildeten CO, tragen, als auch nach der Kastchenmethode?, die den 
Sauerstoffverbrauch bei Gegenwart von Kohlenséiure zu bestimmen ge- 
stattet. m 


Die Ermittlung und Berechnung der GefaSkonstanten erfolgte nach 
den Angaben Warburgs* und P. Ronas*. Die Berechnung der Versuchs- 
ergebnisse wurde nach dem Vorgang O. Meyerhofs®> und O. Warburgs? 
durehgefiihrt. Die zu den Respirationsversuchen nétigen Gase und Gas- 
gemische wurden sehr sorgfaltig hergestellt. insbesondere der Stickstoft 
durch Uberleiten iiber eine gliihende Kupferspirale véllig von Sauerstoff be- 
freit. Als Substrate dienten 0,5 °,ige Kaliumphosphatlésung (primar) bzw. 
die gleiche Lésung, die noch 5%, Traubenzucker enthielt. Die Organismen 
wurden mit 0,5 °,iger Kaliumphosphatlésung im Zentrifugenglas gewaschen, 
zentrifugiert und vom Bodensatz dann eine passende Suspension bereitet. 
Von den Suspensionen wurden dann gleichzeitig durch Abdampfen unte: 
Zusatz von Alkohol und Trocknen bei 105° Trockensubstanzbestimmungen 
ausgefiihrt. Die Ergebnisse der einzelnen Versuche, samt den daraus be- 
rechneten Stoffwechselquotienten, sowie alle sonstigen wissenswerten 
Bemerkungen sind in den Tabellen 1, Il und [II zusammengestellt. 


1 Diese Zeitschr. 100, 230, 1919; 142, 317, 1923. 
Ebendaselbst 152, 51, 1924; 178, 432, 1926. 
Ebendaselbst 100, 242, 1919. 

+ Ebendaselbst 152, 504, 1924; 172, 82, 1926. 

> Ebendaselbst 162, 43, 1925. 
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Enzymatische Untersuchungen. 


Amylase. 


Das Verfliissigungsvermégen wurde nach Lintner-Sollied'! bestimmt 
Substrat: 10° ige Kartoffelstarkesuspension, Acetatpuffer von py 4,9 


Je lg Mycel und Kugelhefe (Trockenpraparat) wurden mit 2 cc 
Toluol durchfeuchtet, mit Glaspulver verrieben, nach 2 Stunden mit 15 ce: 
Wasser versetzt und 18 Stunden digeriert. Mit den Filtraten wurde folgend: 
Ansatz vorgenommen : 





Gepufferte Starkesuspension, ccm 10 10 10 10 10 
Enzymlosung, cem . ..... l 2 3 4 5 
NS dice ek fer SRS ta ee + 3 2 l 0 


In keinem Falle war eine Verfliissigung der Starke nachzuweisen 
Das Starkeverzuckerungsvermégen wurde nach Liiers und Wasmund? e) 
mittelt. 


Substrat: 3,152 g lésliche Starke (Trockensubstanz), 15 cem Acetat 
puffer (n/10) von py = 4,9 + 50cem Wasser. Dazu die Enzymldésung 
von je 1g Mycel bzw. Kugelhefe (Trockensubstanz), aufgefiillt mit Toluol 
wasser auf 100 ccm. Temperatur 25°C. 





Mvcel Kugelhefe 
Zeit ea 
Maltose in 100 cem Zunahme Maltose in 100 cem Zunahme 

Min mg mg mg mg 

0.5 189 234 

10 207 18 253 19 
20 218 29 280 46 
40 245 56 28 ) 46 
80 264 75 307 73 
320 353 164 335 101 

Maltase. 


Versuchsanstellung. Je 1g Mycel oder Kugelhefe (Trockenpraparate) 
wurden mit Glaspulver und etwas Chloroform verrieben, eine Stunde stehen 
gelassen und mit 20cem mit Chloroform gesattigtem Wasser 24 Stunden 
bei Zimmertemperatur digeriert. In 50-cem-MeBkélbchen wurden je 1 zg 
Maltose in 10cem n/10 Citrat-Phosphatpuffer und etwas Wasser geldést. 
mit dem filtrierten Enzymauszug versetzt und mit Wasser bis zur Marke 
aufgefiillt. Temperatur 25°. Zur polarimetrischen Bestimmung kamen 
je 10cem in 10cem 2n Sodalésung zur Fixierung der Enzymeinwirkung. 
Ablesung im 2-dm-Rohr in Ventzkegraden. 


1 Zeitschr. f. d. ges. Brauw. 1903, S. 329. 
2 Zeitschr. f. Fermentforsch. 5, 169, 1921. 
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Mvecel Kugelhefe 
Zeit 
Pu 4,14 Pu 707 Pu 4.15 Pu 7.00 
std Drehung Drehung Drehung Drehung 
0 7,35 7,10 7,20 7,22 
24 6.40 6.59 6,90 6,80 
48 5,05 6.05 6,50 6.40 
96 3.85 4.85 6,35 6,27 
192 2.25 3.85 5.00 5.05 


Versuchsanstellung mit lebenden Organismen. 3g Kugelhefe (0,750 g 
[rockengewicht) und 3 g Mycel (0,620 g Trockengewicht) wurden 1 Stunde 
mit je 3ccm Toluol behandelt und dann das iiberschiissige Toluol ab- 
gegossen. Der weitere Versuchsansatz war der gleiche wie vorher. Zu 
bestimmten Zeiten wurden je 8 ccm der aufgeschiittelten Suspension ent- 
nommen, in 8 cem Sodalésung gegeben, nach etwa 30 Minuten filtriert und 
im 2-dm-Rohr polarisiert. 





Zeit Mvycel Zeit Mvecel 
Kugelhefe Kugelhefe 
std a pare Ventzkegrade Std. ape tei Ventzkegrade 
0 8,74 8,72 4 6.90 6,10 
l 7,92 7,52 8 6.40) 5,35 
2 7,40 6,90 24 6,09 4.3 











7123 4% 567 8 Stunden 


Abb. 1. Maltase. 
kK = Kugelhefe. M Mvcel 


Saccharase. 


Versuchsanstellung. Je 1g Mycel bzw. Kugelhefe mit Toluol durch- 
feuchtet und mit Glaspulver zerrieben, werden mit 20 ccm toluolgesattigten 
Wassers 24 Stunden digeriert. Das Filtrat wird zu einer Lésung von 5g 
Saccharose in 10ccm n/10 Acetatpuffer von pg = 4,5 + Wasser gegeben 
und auf 100 aufgefiillt. Temperatur 25°. Je 10ccm zu verschiedenen 
Zeiten entnommen und in 10 ccm 10%ige Sodalésung gegeben. Ablesung 
der Drehung in Ventzkegraden. Die Berechnung der Resultate erfolgte 
nach Euler und Svanberg'. 


1 Zeitschr. f. physiol. Chem. 106, 202; Euler und Josephson, Ber. 
56, 1749. 
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Versuchsergebnisse. 





Zeit Drehung a a-—@z k . 104 J, 
a) Myceltrockenpraparat (1g Pilz 0,922 g Trockensubstanz) 
0,5 8,4 11,17 
10 8,15 10,92 9.80 0.0048 
20 8,00 10,77 8,20 
60 8,10 10,87 1,97 
149 7.60 10.37 2.30 
LO80 6,20 8.97 0.90 
b) Kugelhefetrockenpraparat (0,885 g Trockensubstanz) 
05 9,40 12.50 
10 9,10 12,20 16,5 
20 8,89 11,9 10,6 | 
60 7,50 10,65 11.9 0064 
140 5,70 8.8 11,0 
1089 - 2.50 0,6 12,2 
Versuch mit lebenden Organismen. Je 3g abgepreBte Kugelhefe 


(0,750 g Trockensubstanz) und 3g Mycel (0,473g Trockensubstanz) 
werden 1 Stunde mit Toluol behandelt und dann zum gleichen Ansatz 
wie vorher gegeben. Probenahme und Weiterbehandlung wie oben. 








Kugelhefe (Lmax - - 3,75). 
— Drehung a a r k . 104 J, 
0 11,2 14,95 
10 10,78 14,53 12,37 0,0082 
20 10,32 14,07 13,17 0.0087 
40 10,00 13,75 9,09 
80 9.77 13,52 8,48 
115. 9,68 13,43 4.90 
24.60 9,38 ; 
Mycel (Lmax = — 3,68). 
— Drehung a a-—a k . 104 J, 
0 11,00 14,48 
10 10,80 14,48 5,96 0.0063 
20 10.67 14,35 4.94 0.0052 
40 10.59 14,18 3,76 
80 10,40 14,98 2,27 
115 10,35 14,03 1.70 
24 . 60 10,20 — — 





x 


Abb. 2. Saecharase 
K = Kugelhefe 
M Mycel 


Drehung (Ventzke °) 
cS} 
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Melezitosespaltung. 


Je lg Mycel, Kugelhefe und untergirige Brauereihefe (Trocken- 
praparate) wie vorher mit Toluol und Glaspulver behandelt. Dann mit 
Phosphat-Citratpuffer von py 2,9 48 Stunden digeriert, um die Maltase 
zu vernichten. 


Die Filtrate wurden mit 0,5 g Melezitose, Phosphat und Wasser auf 
30 ccm von px 4,6 aufgefiillt. In je 5cem wurde nach Kjeldahl- Bertrand 
das Reduktionsvermégen ermittelt. 





Mveel Kugelhefe Hackerbriiuhefe 

Zei 
tu tu tu 
std PH mg Pu mg Pu mg 
1 4.4 10.9 4.6 11,9 4.6 10.8 
24 11,9 13,8 " 41,9 
458 12,9 14,8 11.9 
144 12.9 13,9 13.9 
168 13.9 13.9 13.9 





Der Einwand, daB8 durch Digestion bei py 2,9 auch andere Enzyme 
geschadigt wiirden, konnte durch einen Versuch bei py 4,6, der das gleiche 
ssultat lieferte, widerlegt werden. 
Resultat liefert lerlegt 1 


Raffinosespaltung. 


a) Mit Trockenpraparaten. Je 1g Mycel bzw. Kugelhefe wie oben 
behandelt. Das Filtrat wurde zu einer Lésung von 0,5 g Raffinose in 10 ccm 
n/10 Phosphatpuffer von pq 4,6 gegeben und auf 50 ccm aufgefillt. In 
5cem wurde das Reduktionsvermégen nach Kjeldahl-Bertrand ermittelt. 





Mvycel Kugelhefe 
Zeit 
Cu in 5cem Zunahme Cu in 5 cem Zunahme 
Std. mg mg mg weg 
0 9.9 9,9 

24 15.9 4,0 18.86 8,96 
45 17,9 8.9 34,75 24,85 
144 22,8 12.9 39,70 29.80 





b) Melibiasewirkung mit lebenden Organismen nach der Methode von 
A. Bau’. Je 7g Hefe bzw. Mycel kamen zu 140ccem 1% iger Raffinose- 
lésung, die 14cem m/10 Phosphatpuffer von py 4,6 enthielten. Je 20 ccm 
der Proben wurden scharf zentrifugiert, im 2-dm-Rohr polarisiert (Ventzke) 
und in 10cem das Reduktionsvermégen nach Kjeldahl- Bertrand bestimmt. 
Ober- und Unterhefe dienten zum Vergleich. 


1 Zeitschr. f. Spiritusind. 1906. 
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Oberhefe Unterhefe Mycel Kugelhefe 

Zeit a = ¥ a, 
Drehung _ Drehung - Drehung ree Drehung _ 
Std mg mg mg mg 
0 6,0 6,2 3 6,5 4 6,6 4 
24 4,6 42.6 0,4 6 5,5 16 6,6 16 
48 4,7(!)| 24.0 0,0 5,2 16 6,4 16 
66 4,6 46,0 0,0 4 4.4 12 6,0 18 
120 3.6 18 5.6 16 
240 3,5 20 5.5 18 


Lactase. 


Versuchsanstellung. Behandlung von Trockenmycel und Hefe wie bei 
den vorangehenden Versuchen. Substrat: 1g Lactose in 10 ccm Wasser 
+ 10cem Phosphatpuffer von pg = 7,0 mit den Enzymlésungen von 1 g 
Material versetzt, auf 50 ccm aufgefiillt. Temperatur 30°. Proben von 
5cem mit 5ccem Sodalésung versetzt und mit 2 cem davon das Reduktions- 
vermégen bestimmt. 





Mycel Hefe 

Zeit Cu-Zunahme Cu-Zunahme 
mg mg 
1 Min. — ee 
24 Std. 4,8 0,55 
48 , 5,9 0,58 
. = 7,7 0,61 
Te % 7,7 0,68 


Versuch mit lebenden Organismen. 3 g Kugelhefe und 3 g Mycel wurden 
1 Stunde mit je 3ccm Toluol behandelt und dann dem gleichen Versuchs- 
ansatz wie oben zugegeben. 





mg Cu bei 


Zeit ne PGS LE ke ae rote: 
Std. Kugelhefe Mvyecel 
1 15,6 15,3 14,9 14,6 
4 16,0 15,7 16,1 15,8 
8 16,3 16,0 17,5 16,8 
16 16,7 16,3 18,5 18,3 
24 16.9 16,6 18.8 18,7 
48 17,1 16,8 20,4 20,1 
96 17,2 17,1 21,7 21,4 
Zymase. 


Versuchsmethodik. Mikrogérmethode von Euler und Myrbdck'. 
Ansatze: 2 g Hefe bzw. Mycel in 10 cem H,O suspendiert, davon 2 cem zu 
einer Lésung von 2 g Glucose in 2 ccm Phosphatpuffer (m/10) von pg = 6,4 
+ 8ccm Wasser. Davon kamen in jedes Garkélbchen jeweils 1 cem + 2 cem 
Wasser bzw. Zusitze. Temperatur 25°C, 


1 Zeitschr. f. physiol. Chem. 136, 110. 
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a) Lebende Organismen. 2 g Mycel bzw. Hefe entsprechend je 0,720 g 
Trockensubstanz. 

b) Gaérung mit Trockenpréparaten. Hier sollte die Auswaschbarkeit 
der Cozymase nach dem Vorgang von Euler und Nilsson gepriift werden. 








Je 2 g der lufttrockenen Praparate wurden in 10 ccm Wasser suspendiert, . 
im Zentrifugenglas 30 Minuten geschiittelt und dann scharf zentrifugiert. 
Beim Mycel erwies es sich als ratsam, vor dem Zentrifugieren das Mycel 
abzupressen und erst die abgepreBte Fliissigkeit zu zentrifugieren. Die 
abdekantierte Fliissigkeit, das Waschwasser, wurde bis zum Versuch im 
Eiskasten aufbewahrt. Die Hefe und das Mycel wurden dann noch zweimal 
mit je 200ccm Wasser zur Entfernung des noch enthaltenen Coenzyms 
30 Minuten geschiittelt und zentrifugiert. Hierauf wurde in tblicher Weise 
die Suspension bereitet. 

Ansatz Mvcel Kugelhefe 
Zuckerlisung ...... com l l l 1 l l 
Waschwasser...... * I I l af 1 
Apozymase .....+.-. ‘ 2 2 0 2 2 
if ee ‘a 3 4 1 3 2 l 

Zeit (Min.) cem COs cem CO, 

15 0.0 0.3 0.6 0.0 0.1 06 

30 0.4 08 09 0,0 0.5 1,5 

45 0,5 1,1 1,2 . 0,0 1,0 2,9 

60 0,5 1,2 1,6 0.0 1,5 4) ' 
75 _ 0,0 2,0 5,2 

99 0.6 1,3 2,1 — 

195 = — 0,2 2,9 7.6 

120 0.8 1.3 a7 ~- 

135 0,8 1,3 2.9 0.3 4.1 10,2 ‘ 
150 1,0 1,4 3,2 

165 1,1 14 4 35 6,6 13,2 
225 1,3 1,4 4.4 ~~ 

Kurve : M, M, M; Kk, Ky 

Die Cozymase la8t sich also unter diesen Bedingungen nur zum Teil 
aus dem Mycel und der Kugelhefe auswaschen. 

Versuche, die Apozymasen von Kugelhefe und Mycel durch die gegen- 
seitigen Waschwasser bzw. mit solchen aus getrockneter Unterhefe zu 
aktivieren, sind in Abb. 3 graphisch wiedergegeben. 

78 —_— - = a ~ — al — — 

Abb. 3 P 
a Me Zymase 
S ky Ke, A F; = Kugelhefe 
s Me M,. My, M3, M, = Mycel 
C att | M, Mycel mit Kugelhefe 
{ waschwasser aktiviert 

se = ~ kK, Kugelhefe mit Unter 
—--—-—" Us hefewaschwasser aktiviert 

"30 BO 90 120 180  180Mimiten 


1 Zeitschr. f. physiol. Chem. 160, 234. 
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Carboxrylase. 


Methodik nach Neuberg und Mitarbeiter! bzw. Euler und Nilsson?. 
Ansatz: 0,838 g Brenztraubensiure wurden mit 9,08ccm n Kalilauge 
neutralisiert und mit ]1ccem m/2 Phosphatpuffer von pg = 6,4 versetzt. 
Von dieser Lésung wurde fiir jedes Garkélbchen 1 ccm verwendet. Die 
Bereitung der Kugelhefe- und Mycelsuspensionen erfolgte wie bei der 
Traubenzuckervergirung. In einem Vorversuch war festgestellt worden, 
da8 ausgewaschenes Mycel und Kugelhefe die Brenztraubenséure genau so 
rasch spalten, wie die nicht ausgewaschenen Trockenpraparate. Es konnte 
deshalb in den Hauptversuchen von einer Vorbehandlung des Pilzes ab- 
gesehen werden. Fiir die Versuche mit frischem Pilz kamen von jeder 
Form je 2g auf Gips abgepreBte Substanz zur Verwendung. Zur Be- 
stimmung des Neubergquotienten wurde das gleiche Praéparat auch zur 
Vergirung von Traubenzucker verwendet. 





ecm Kohlensiure bei 





Zeit frischem getrocknetem frischer getrockneter 
Mycel Mycel Kugelhefe Kugelhefe 

Min. I* II** I II I Il I I 
15 0,8 0,3 0.5 0,7 2,2 0,7 1,7 3,2 
30 1,6 0,4 0,5 1,2 4.5 0.9 - 
45 2,3 0,6 1,1 1,5 6,4 — 4,1 5,2 
60 2,8 0,8 1,5 1,8 8.5 1,2 - — 
75 3,5 1,0 _ 10,1 1,4 5,8 6,4 
90 4,0 1,2 2,0 2,2 11,8 1,8 — 

105 4,6 1,3 — : 7,2 7.0 

120 — — 2,0 2,4 14,8 2.4 

135 1,5 2,8 — 10,4 2,7 18.6 7,6 

150 _ ~ 3,1 2,7 17,1 3,0 -- — 

Kurve Mg M, M, M, K, K, K; K, 


* | Traubenzuckerspaltung. ** II Brenztraubensiurespaltung. 


Die Versuche sind in Abb. 4 graphisch dargestellt. 





) 
kK, 
18 «| 
76 | 
j Abb. 4. 
7 
" Traubenzucker- und 
aS 72 Brenztraubensiiure- 
S 10 spaltung. 
S8 A = Kugelhefe 
6 MW = Mycel. 
¥ 2 Mi 
2 














1 Neuberg und Karzcag, diese Zeitschr. 36, 72, 1911; Neuberg und Rosen- 
thal. ebendaselbst 61, 132, 1914. 
2 le. 
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Carboligase. 


Die Carboligase' wurde auf folgendem Wege nachzuweisen versucht : 
Je 2g Hefe bzw. Mycel wurden nach dem Angaren in 150 cem 5 °(iger 
Glucoselésung, die 10 cem n/10 Phosphatpuffer von px 6 enthielt, im 
Verlauf von 10 Stunden allmahlich mit 0,3 ccm frisch destilliertem Benz- 
aldehyd versetzt. Zur Kontrolle wurden gleiche Versuche mit Ober- und 
Unterhefe angesetzt. Der Benzaldehydzusatz hatte auf die Gaérung keinen 
sichtbar hemmenden EinfluB. Nach beendeter Garung blieben die Kélbchen 
noch 72 Stunden stehen. Bei der Oberhefe, Unterhefe und Kugelhefe war 
der Geruch nach Benzaldehyd verschwunden, Kohlenséureentwicklung 
trat nicht mehr auf. Beim Mycel war fast keine Gaérung eingetreten und 
noch ein starker Geruch nach Benzaldehyd wahrnehmbar. 168 Stunden 
nach dem Zusatz des Benzaldehyds wurde zur Aufarbeitung geschritten, 
die Hefe durch starkes Zentrifugieren entfernt. Die Priifung auf noch 
vorhandenen unvergorenen Zucker wurde nach der Mikrogérmethode 
unter Zusatz frischer Unterhefe vorgenommen. Sie ergab bei den Hefen 
und der Kugelhefe negative Resultate, bei Mycel war noch sehr viel un- 
vergorener Zucker vorhanden. 20ccm der vergorenen Lésungen wurden 
mit Fehlingscher Lésung versetzt und das Reduktionsvermégen gepriift. 
In der Kalte trat keine Reaktion ein, eine schwache Kupferoxydfallung in 
allen drei Fallen beim Erwarmen. 100cem der Garfliissigkeit, mit Aus- 
nahme jener des Mycels, die ja Benzaldehyd noch enthielt, wurden hierauf 
mit Ather extrahiert, der Ather verdunstet und der Riickstand mit Wasser 
aufgenommen und wieder auf das Reduktionsvermégen gepriift. Es ergab 
sich eine Kupferfallung, die nach Bertrand bestimmt wurde. Die Versuchs- 
ergebnisse sind in der folgenden Tabelle zusammengefabt : 





Oberhefe Unterhefe Kugelhefe Mvycel 
Garung evade elle ee a ae stark stark stark fast keine 
Geruch nach Benzaldehyd bei Auf- 

PEPSI OO are kein kein kein deutlich 
Spezifisches Gewicht, % Zucker . . 0,0 0,0 0,0 3, 
Garprobe, ccm CQO, in drei Stunden 1.4 1,5 1,5 25,5 
ing Kupfer im Atherauszug... . 25 60 39 -- 

Oxydoreduktase. 


Methodik nach Thunberg*, mit Bernsteinsiure als Donator nach Euler 
und Nilsson’. 

0,500 g Methylenblau (Griibler) + 3,000 g Bernsteinséure, die gegen 
Phenolphthalein schwach rosa titriert war, werden zum Liter mit Wasser 
gelést. Von den Organismen wird eine Suspension in 0,3 mol. Phosphat- 
puffer von po = 8,2 verwendet. 2 ccm der Suspension kamen in das Saug- 
réhrehen, dazu in Einsatzréhrchen 0,5ccm M.-B.-Lésung. Mehrfaches 
Evakuieren und Fiillen mit Wasserstoff entfernte den Sauerstoff. Im 
Thermostaten unter Wasser wurde die Entfarbungszeit gemessen. 


~ 


Neuberg und Hirsch, diese Zeitschr. 115, 282, 1921. 
Abderhalden, Biolog. Arbeitsmethod. Abt. IV, Teil 1. 
8 Zeitschr. f. physiol. Chem. 152. 3). 
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Ergebnisse. 


a) Mit lebender Substanz. 





Trockensubstanz a Mycel 
ae Mycel aus Tonplatten Kugelhefe aus Gelatinepletter 
231) 36 36 + 4 cs 4 Min 
120 96 96 8.5 8.5 1 16 


b) Mit Trockenpraéparaten. 





Trockensubstanz 


a Mycel (Gelatineplatten) Kugelhefe 

ng 

20 18.5 1S 10 10 Min 

100 36 36 22,5 23 
Katalase. 


Versuchsanstellung. 1g Hefe oder Mycel (frische Substanz) wurde mit 
10cem 0,02n Phosphatpuffer von py 6,8 und etwas Wasser in 75-ccem- 
MeB8kélbchen in Eiswasser vorgekiihlt. Hierzu kamen etwa 35 ccm n/100 
Wasserstoffsuperoxyd, die ebenfalls in Eiswasser auf 0° vorgekiihlt worden 
waren. Mit Wasser wurde dann rasch bis zur Marke aufgefiillt und 10 cem 
zur Probe entnommen und titriert. Vor dem Titrieren wurden die Proben 
zentrifugiert und vom Zentrifugat 10ccm verwendet. Hierdurch wurde 
ein Permanganatverbrauch durch suspendierte Zellen hintangehalten. In 
einem Blindversuch ohne Wasserstoffsuperoxyd wurde der Permanganat - 
verbrauch durch geléste organische Substanz ermittelt und von dem Ver- 
brauch des Hauptversuchs in Abzug gebracht. 





Mveel Kugelhefe 
Zeit cem Permanganatverbrauch pro 10 cem 
= Blind- fiir Katalase- a Blind- fiir Katalase 
Min. Gesamt versuch wirkung Gesamt versuch wirkung 
0 9,7 0.8 8.9 98 0.8 9.0 
15 5,1 0.9 4,2 6.5 1,1 5.4 
30 2.6 1,0 1,6 4.7 12 3,5 
60 26 1,0 1,6 3.3 1,4 1.9 
Cytochrom. 


Die gut gewaschene Hefe bzw. Mycelhaut wurde in einer Kiivette von 
5mm Schichtdicke von einer starken Lichtquelle mit einem Taschen- 
spektroskop von Fuess betrachtet. Zur Bereitung der Suspension wurden 
jeweils 5 g Substanz in 3 ccm Wasser suspendiert. Zur Reduktion wurden 
2 Tropfen 1%iger Natriumhydrosulfitlésung, zur Oxydation 2 Tropfen 


/ 


einer 3%igen Wasserstoffsuperoxydlésung zugegeben. 
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Mycel aus Unverandert, Reduziert, Oxydiert, 
Tonplatten Streifen a bei 605, a bei 605, keine Streifen 
b bei 564 bis 562 bh bei 564 breit ver- 
verwaschen waschen 
Mycel aus a-Streifen deutlich, Streifen etwas deut- KeineStreifen 
Gelatineplatten 4-Streifen sehr ver- licher 
waschen 
Kugelhefe Nur Streifen bei 605 a-Streifen zu sehen, Keine Streiten 
b-Streifen sehr un- 
deutlich 
Kugelhefe aus a-Streifen schwach, a-Streifen schwach, Keine Streifen 
Compoundkultur 6-Streifen fehlt 4-Streifen nicht 
mebar 


Zusammenfassung. 


1. Es wurden die Bedingungen studiert, unter welechen Mucor 
Guilliermondi vorzugsweise Mycel- und vorzugsweise Kugelhefen- 
wachstum zeigt. Je schlechter der Pilz in dem betreffenden Substrat 
gedieh, desto geringer war im Verhaltnis zum Mycel der Anteil an 
Kugelhefe, und je starker das Wachstum in einer Nahrlésung war, 
desto gréBer war der Anteil der Kugelhefezellen an der entstandenen 
Pilzmasse. Die Bedeutung des Sauerstoffzutritts oder -abschlusses 
trat dabei zuriick. Bei den stark die Pilzentwicklung foérdernden Sub- 
straten kann die Bildung von Mycel durch Luftabschlu8 stark ge- 
hemmt werden. Bei den wenig das Pilzwachstum begiinstigenden 
Nahrbéden bringt auch der LuftabschluB keine wesentliche prozentuale 
Steigerung der Kugelhefenbildung hervor. 

Der Umwandlung der Mycelform in die Kugelhefenform geht eine 
Anreicherung an kérnigem Zellinhalt in den Mycelfaden voran. Die 
Kugelhefen unterscheiden sich vom Mycel durch héheren Glykogen- 
und bedeutend héheren Proteingehalt. 

Es ist gelungen, die Mycel- wie die Kugelhefenform jeweils vollig 
frei von der anderen zu ziichten. Selbst nach einer tiber ein Jahr sich 
erstreckenden Fortziichtung der Hefeform vermag sich diese wieder 
in die Mycelform zu verwandeln, wenn man sie unter die fiir das Mycel- 
wachstum giinstigen Bedingungen verbringt. 

2. An der Hefe- und Mycelform wurde mit Hilfe des Warburgschen 
Respirationsapparats der Sauerstoffverbrauch (Atmung) und die 
Kohlensaureentwicklung bei Gegenwart von Sauerstoff (aerobe Garung), 
sowie bei dessen Abwesenheit (anaerobe Garung) gemessen. 


Die fiir 1 mg Trockensubstanz und eine Stunde Versuchsdauer be- 
rechneten Stoffwechselquotienten sind bei der Kugelhefe, sowohl was 
die Atmung als auch die Garung anbelangt, ungefahr doppelt so groB 
als die des reinen Mycels. Diesem gesteigerten Stoffwechsel entspricht 
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auch ein groBer Verbrauch an Nahrstoffen, und deshalb wird die Kugel 
hefebildung nur in solchen Substraten eintreten, die diesen erhéhter 
Verbrauch decken kénnen. 

Zwischen dem Stoffwechseltypus des Mycels und dem der Kugel. 
hefe besteht, was den EinfluB der Atmung auf den anoxybiotischen 
Stoffwechsel anbelangt. ein erheblicher Unterschied. Beim Mycel iibt 
die Sauerstoffatmung einen starker hemmenden Einflu8 auf die Garung 
aus, als dies bei der Kugelhefe der Fall ist. 

Die den SauerstoffeinfluB charakterisierenden Verhaltnisse von 
Atmung zu aerober und anaerober Garung stellen sich bei der Um. 
zichtung von der einen zur anderen Form sogleich auf die fiir dis 
neuen Bedingungen geltenden Werte ein, wahrend die Angleichung 
der Stoffwechselquotienten beziiglich ihrer absoluten GréBe erst all- 
mahlich erfolgt. 

3. Die beobachteten Differenzen im Stoffwechsel der Mycel- und 
Hefeform lieBen auch Unterschiede in der Wirksamkeit der den Stoff- 
wechsel bedingenden Enzyme erwarten. Die Experimente bestatigten 
diese Erwartung. Es konnte zwar beim Ubergang der einen Form 
in die andere keine Neubildung von Enzymen beobachtet werden, 
jedoch traten bemerkenswerte Unterschiede ihrer Konzentration auf, 
woriiber folgende Tabelle summarisch AufschluB gibt: 





Enzym Wirkung bei Mycel Wirkung bei Kugefhefe 

Amylase, Verfliissigungy ...... keine keine 

- Verzuckerung .. . “ih starker schwacher 
Ma!tase ke ) 1 zu 2 
ee TE tare ne ae eke 2 zu 3 
Melezitosespaltung. ........ keine keine 
Raffinosespaltung 2 zu 3 
Lactase .... 2 zu 1 
Zymase 1 zu 3 
Carboxylase . PE Sie ed 1 zu 3 
Carboligase. ..... BPs ie ie hd keine vorhanden 
2 eee 1 zu 2 
SN SS iba Ss bs Gee ee schwach sehr schwach 
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Studien iiber die Lipase. 


IV. Mitteilung: 
Die Organlipase und ihre Hemmung durch einige Giftstoffe intone 
Na-Fluorid, Stryehnin usw.). 


Von 
K. Gyotoku. 


(Aus der Inada-Klinik, Kaiserliche Universitat zu Tokio.) 
(Eingegangen am 5. Oktober 192%.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Einleitung. 
In der dritten Mitteilung! habe ich tiber die Beziehungen zwischen 
den Organlipasen und der hemmenden Wirkung des Chinins berichtet. 


Es ist bekannt, da8 das Chinin nur eine Gruppe der Organlipasen 
paralysiert, wahrend das Atoxyl gerade gegen die andere Gruppe hemmend 
wirkt. Infolgedessen glauben einige Forscher, daB die verschiedenen Organ 
lipasen wesentliche Unterschiede in ihrer Natur zeigen. Rona hat die ver- 
schiedenen Eigenschaften der Organlipasen genauer studiert und das 
Problem zur Debatte gestellt. So sind z. B. die Leber- und die Serumlipase 
gegen Atoxyl sehr empfindlich, wahrend die Pankreas- oder die Magen- 
lipase nicht beeinfluBt werden. Nach Leevenhart® soll das NaF gegen die 
verschiedenen Organlipasen verschieden giftig sein. Nach spaiteren Unter- 
suchungen anderer Autoren scheint uns die Serum- und die Leberlipase 
gegen das Gift viel empfindlicher zu sein als die anderen Lipasen. 

In meinen fritheren Veréffentlichungen habe ich erwahnt, dab die 
verschiedenen Eigenschaften der Organlipasen mehr in ihren Begleit- 
stoffen zu suchen sind als in ihrer eigenen Natur. Wir haben also eine 
Untersuchung der Frage angestellt, ob auch die Atoxyl- und die Na F- 
Hemmung durch Begleitstoffe verursacht wird oder nicht, woriiber 
ich hier berichten méchte. 


K. Gyotoku, diese Zeitschr. 198, 39, 1928. 


» 


2 Loevenhart und Peirce, Journ. of biol. Chem. 2, 1907. 
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a) Atoryl. 

Um genaue Resultate zu bekommen, mu8 man zunichst priifen 
ob das Atoxyl seine maximale Wirkung sogleich nach der Mischung mit 
dem Ferment ausiiben kann oder nicht. Die Tabelle 1 zeigt, daB man 
30 bis 60 Minuten warten mu8B, bis die Hemmung durch das Gift ihren 
endgiiltigen Wert erreicht. 


Tabelle IT. Meerschweinchenserum (achtmal verdiinnt). py = 7,51. 





. Atoxyl 0,5 mg 
Serum 1,0 cem 


(Kontrolle) gleich nach nach nach nach 
der Mischung 30 Min. 0 Min. 0) Mir 
bapess (k) 2... 0.011 50 0,908 82 0,008 49 0.00820 0,008 2 
Hemmung in ®% . 23.3 27.0 28.7 28.7 
Lipase (k) .... 0,013 15 0,010 21 0.91014 0.01014 
Hemmung in ®%, . 223 22.9 22,9 


. . ° l : 
k Geschwindigkeitskonstante t lg a ; F ) 


Es sei hier noch erwahnt, daB die Wasserstoffionenkonzentration 
der Lipaselésung dabei keine so groBe Rolle spielt wie bei der Chinin 
hemmung. Nach meiner Untersuchung ist der Unterschied des 
Hemmungsgrades zwischen py 6,4 und 7,6 nicht bedeutend. 

Die Pankreas- und die Magenlipase gelten als zwei Reprasentanten 
welche gegen Atoxyl verhaltnismaBig wenig empfindlich sind. Nach 
Wohlgemuth und Yamasaki! ist auch die Hautlipase unempfindlich 
Der Zusatz von groBen Mengen wie 10 oder 20 mg zeigt keine hemmende 
Wirkung. Auch mit vollstandig gereinigter Lipase bekam ich immer 
dasselbe Resultat (Kaninchen, Menschen und Rind). 

Es ist jedoch sehr merkwiirdig, daB die Magenlipase des Meer- 
schweinchens hochempfindlich gegen Atoxyl ist, und zwar so emp- 
findlich, wie Leberlipase. Man kann manchmal auch beim Schwein 
atoxylempfindliche Magenlipase finden, obwohl der Hemmungsgrad 
je nach dem Individuum nicht einheitlich ist. Es muB also angenommen 
werden, daB es Artspezifitat oder individuelle Verschiedenheiten gibt 
wie man sie bei der Chininhemmung beobachtet hat. Man darf jedenfalls 
nicht mehr sagen, da8 die Magenlipase atoxylunempfindlich ist. 

Wenn man die Lipase von diesen beiden Tieren nach der Wil 
stdtterschen Methode vollstandig reinigt, so bekommt man atoxy! 
refraktare oder viel schwicher empfindliche Lipase. Die Schweine 
magenlipase kann relativ leicht atoxylrefraktér dargestellt werden; 
bei der Meerschweinchenlipase ist dies etwas schwieriger. Es ist selbst- 
verstindlich, daB man bei der Reinigung einen Teil des Ferments 
verliert. Eine schwache Lipaselésung ist also nicht geeignet fiir dic 


1 Wohlgemuth und Yamasaki, Klin. Wochenschr. 1924, Nr. 25. 
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einigung. Wenn der Lipasegehalt des Meerschweinchens gréBer ware, 
-o kénnte es meines Erachtens nicht unméglich sein, nach der Reinigung 
cine vollig refraktare Lipase zu bekommen. Da die Atoxylhemmung 
bei der Schweinemagenlipase nicht so groB ist, so verschwindet diese 
Kigenschaft mit der Reinigung vollstandig, obgleich der Lipasegehalt 
lieses Tieres nicht bedeutend ist. 


Tabelle 1I. Atoxylhemmung der Magenlipase von Meerschweinchen. 





Nicht gereinigt, Py = 7,08 Gereinigt, Dy 7,12 
Lipasemenge 
Atoxyl Hemmung Atoxyl Hemmung 
Lipase (k) Lipase (k) 
ecm mg ° mg ‘ 
1,0 — 0,907 28 - 0,008 46 - 
1,0 0,5 0,004 59 36.9 0,5 0,006 98 17,5 
1,0 0,25 0,005 11 29.8 0,25 0,007 33 ° 13.4 


Auf die Einschaltung der Tabelle der Untersuchungsresultate mit 
Schweinemagenlipase habe ich verzichtet, weil sie nach der Reinigung 
ganz refraktar war. 

Die Leberlipase ist eine der atoxylempfindlichsten Lipasen. Nach 
Rona und Pavlovic! soll die Katzenleberlipase durch 0,0001 mg Atoxyl 
schon gehemmt werden. Nach meiner Untersuchung ist sie empfindlicher 
gegen das Gift als die der anderen Tiere. 

Ich reinigte Leberlipasen von Kaninchen, Schwein und Hammel 
und untersuchte, ob sie eine andere Empfindlichkeit zeigten als die 
ungereinigten. 

Tabelle IIL. 


Die Atoxylempfindlichkeit der Kaninchenleberlipase vor und nach der 





Reinigung. 
Unrein Gereinigt Unrein Gereinigt 
7,12 = 7,4 = 7.32 == 6,9 
Lipase Atoxyl PH pete. Pa YAP ies Pu le PH al ag 
Hem- Hem- Hem- ‘ Hem- 
k mung k mung k mung k mung 
“cm mg ‘ 0 od °lo 
1,0 — 0.00754 — 0,008 60 0,00766 — = 0,007 64 
0 1 0.00615 184 0.09864 0 0,00632 17,5 0,00764 0 
1.0 4 000515 31,7 0,00864 0 (000530 308 0.09764 0 
1,0 8 0.00385 48.9 0.00765 9.9 0.00420 45.2 0,007 64 0 
1,0 16 000307 593 0,00692 17,7 0.00345 55,0 0,00639 16.4 


Nach diesen Resultaten veriingert sich die Atoxylempfindlichkeit 
der Leberlipase mit der Reinigung bis zur Unempfindlichkeit. Eine 
spezifische Eigenschaft der Leberlipase ist somit verschwunden. Es 
muB also angenommen werden, daB das Verhalten der Leberlipase 


. 


gegen das Gift nicht eine spezifische Eigenschaft derselben, sondern 


1 Diese Zeitschr. 180, 225, 1922. 
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durch Begleitstoffe verursacht ist. Aber diese Begleitstoffe miisse:, 
von anderer Art sein als diejenigen, welche die geringe Empfindlichkeit 
oder die Resistenz der Organlipasen bedingen; die letzteren kann man 
im Gegensatz zu den ersteren relativ leicht entfernen, wie wir in der 
ersten und zweiten Mitteilung dargelegt haben. Es ist daher ratsan, 
die gegen das Atoxyl weniger empfindliche Lipase zu_reinigen, wn 
diese interessante Veranderung festzustellen. 

Einige Forscher glauben, daB die verschiedenen Organlipasen 
ihrer Natur nach ganz verschieden sind, da sie gegen einige Gifte ver- 
schiedenes Verhalten zeigen. Unserer Ansicht nach ist das nicht ganz 
richtig. Nach der vollstindigen Reinigung zeigen die verschiedenen Organ. 
lipasen gleiche Eigenschaften oder wenigstens die Tendenz dazu, wie 
wiederholt gezeigt wurde. Ich habe schon erwaihnt, daB auch die Magen- 
lipase von Meerschweinchen gegen das Atoxyl stark empfindlich ist 
Nach diesen Autoren muBte also die Magenlipase von Meerschweinchen 
prinzipiell von ganz anderer Art sein als die der meisten anderen Tiere 
Die Leberlipase des Hundes ist gewéhnlich atoxylrefraktaér. Sie miiBte 
also auch von anderer Art sein als die Leberlipase der anderen Tiere. 
Man kann manchmal sogar einer atoxylempfindlichen Leberlipase beim 
Hunde begegnen. Wenn man die Organlipasen nach dieser Eigenschaft 
unterscheiden wollte, so miiBte es unzihlbare, wesentlich verschiedene 
Lipasen geben, was man kaum annehmen kann. Ich weil natiirlich 
noch nicht, wie viele Arten von Lipasen in unserem Kérper vorkommen. 
Aber es ist denkbar, daB ein und dieselbe Lipase duBerlich andere 
Eigenschaften zeigen kann, wemn sie sich in verschiedenen Organen 
(oder Geweben) befindet und von den organspezifischen Stoffen be- 
gleitet ist. Der Mageninhalt des Meerschweinchens ist immer sehr gut 
mit Galle vermischt. Ob die Magenlipase dieses Tieres deswegen so 
atoxylempfindlich ist wie die Leberlipase, weil sie sich in einem ahnlichen 
Medium wie in der Leber befindet, sei dahingestellt. 

Nach Rona und Pavlovic folgt die Atoxylhemmung der Leber- oder 
der Serumlipase der Formel einer Adsorptionsisotherme. Auch ich habe 
das in meiner dritten Mitteilung angenommen. Etwas spiter gaben jedoch 
Rona und Haas’ an, daB die Nierenlipase bei der Atoxylhemmung eine! 
anderen Regel folge. Wenn man namlich die Logarithmen der Giftmenge 
als Abszisse und die Logarithmen der Hemmung als Ordinate nihme, so 
bekaéme man eine Kurve, welche der Dissoziationskurve einer schwachen 
Saure (oder Base) entspriiche. Wenn das wahr ware, so diirfte man diese 
beiden Organlipasen nicht als einheitlich betrachten. 

Nach meinen zahlreichen Untersuchungen folgt die Atoxylhemmung 
der Nierenlipase der Katze der Adsorptionsisotherme gerade so wie 
die der Leber- oder Serumlipase. Da die Nierenlipase der Katze gegen 
das Gift besonders hoch empfindlich ist, mu8 man darauf achten, als 








1 Diese Zeitschr. 141, 222, 1923. 
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Faktor der geometrischen Reihe eine etwas gréBere Zahl (wie 5 oder 10) 
zu nehmen, als bei der Chininvergiftung. 
Tabelle IV. 
Atoxylvergiftung bei der Nierenlipase vom Menschen. py = 7.60. 








Atoxyl ha Relative k Hemmung 
mg Giftkonzentration Of 
0,090 25 1 0,007 28 16,7 
0.002 5 10 0,005 83 33,4 
0,025 100 0,004 40 49,7 
0.25 1000 0,003 41 61,0 
0 0 0,008 75 wii 
Tabelle V. 
Atoxylvergiftung bei der Nieienlipase der Katze. py 7,58. 
Atoxyl Relative k Hemmung 
ng Giftkonzentration Fg 
0,0003 1 0,007 77 14,3 
0,004 5 0,006 83 24,7 
0,02 25 0,0 82 35,8 
01 125 0,004 68 ; 48.4 
0 0 0,009 07 


Wir wollen weiter iiber die Reversibilitat der Atoxylhemmung bei 
der Nierenlipase berichten. Rona und Haas haben angegeben, daB die 
hemmende Wirkung des Giftes auf die Nierenlipase reversibel ist; 
diese sollte also nach der Dialyse so wirksam sein, wie vor der Ver- 
giftung. In meiner noch nicht veréffentlichten Arbeit habe ich kon- 
statiert, daB die Vergiftung der Leberlipase nicht reversibel ist. Wenn 
die Hemmung bei der Nierenlipase reversibel und bei der Leberlipase 
nicht reversibel ist, so muB es zwischen diesen beiden Organlipasen 
komplizierte Unterschiede geben. Ich wiederholte diesen Versuch von 
Rona und Haas. Die Dialyse dauerte 24 bis 48 Stunden oder manchmal 
noch etwas linger, gearbeitet wurde mit Dialysierhiilse (Schleicher- 
Schill) gegen flieBendes Wasser. Wie man aus der Tabelle VI er- 
kennen kann, ist die Atoxylhemmung der Nierenlipase nicht reversibel. 
Auch fiir die Leberlipase gilt das gleiche. 

Tabelle VI. 


Die Reversibilitét der Atoxylhemmung bei der Nierenlipase der Katze. 








Pa = 7,58. 
k 
"nach =| mach_~=s| snatch 
1 Std. 24 Std. 48 Std. 
Leberlipase 100com. ........... . | 0,00996 _ 0,099 76 
“ 1,0 ., , Atoxyl 0,1mg (Kontrolle).  0,00468 0,00488 0,004 88 
0,1, (dialysiert). 0,00468 0,00488 0,004 68 


1,0 
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Es sei hier noch hinzugefiigt, daB die Atoxyllésung jedesmal beim 
Gebrauch frisch bereitet werden soll. Um die genaue Dosis messen 
zu kénnen, bereitet man eine 0,05°,ige oder noch etwas schwiichere 
Lésung. Es ist selbstverstandlich, daB die so verdiinnte Lésung ihr 
Wirkung wahrend der Aufbewahrung sehr schnell verlieren kann. 

Die genannten beiden Forscher behaupten noch eine andere Tat- 
sache. Sie sagen, die (atoxylempfindliche) Leberlipase werde im Gemisch 
mit Blutserum gegen das Atoxyl fast véllig unempfindlich, wiahrend 
die Nierenlipase ihre normale Empfindlichkeit volistandig beibehielte 
Weiter soll die entgiftende Wirkung des Serums auf die Atoxylvergiftung 
der Leberlipase sogar so weit gehen, daB auch die schon vergiftete 
Leberlipase durch Serumzusatz ihre fermentative Wirkung weit. 
gehend wieder zuriickerhielte. 

Nach meinen zahlreichen Versuchen ist die Angabe Ronas aber 
ganz falsch. Die Leberlipase ist gegen das Gift sehr empfindlich, auch 
wenn sie mit dem Serum vermischt wird. Jede Lipase behalt in dieser 
Mischung ihre urspriingliche Empfindlichkeit bei, ohne durch die 
andere Lipase beeinfluBt zu werden. Die Tabelle IX stellt diese Ver- 
haltnisse dar. 

Tabelle VII. 


Die Atoxylvergiftung der Leberlipase mit oder ohne Serumzusatz. pa = 7,60. 





: Atoxyl k 
Lipase Sete ae ee 
mg gemessen berechnet 
I Leber 1,0 0,008 73 - 
Leber 1,0 0.1 0,005 15 — 
(41%) * 
II { Serum 1,0 — 0,006 97 = 
\ Serum 1,0 0,1 0,003 11 — 
(55.4%) * 
Leber 1,0 KT 
a | i 35 on 0,016 21 0,015 70 
| oe ee |} oA 0,008 08 0,008 26 
Serum 1, (50,2%)* 
Leber 1,0 | iain 9 999 
“ | a an 0,012 40 0,012 22 
|; Leber 10 1g 0,006 94 0,006 71 
Serum 0,5 | otis 
(44%) 


* Prozentsatz der Hemmung. 


In der Tabelle VII wird die Wirkung der Leberlipase durch 0,1 mg 
Atoxyl um etwa 41°), herabgesetzt und die der Serumlipase um etwa 
55,4°.. In der Kolumne III sieht man, daS das Gemisch dieser 
beiden Lipasen zu etwa 50°, gehemmt wird. Daraus ergibt sich, dali 
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auch die Leberlipase gehemmt wird. In der Kolumne IV betragt die 
Atoxylhemmung nur 44°%,, weil verhaltnismaBig wenig Serumlipase 
im Gemisch enthalten ist. Wenn man noch weniger Serumlipase mit 
der Leberlipase vermischt, so wird die Hemmung noch kleiner, bis sie 
endlich 41°, betragt, wenn man das Serum nur in Spuren zusetzt. 
Unsere beobachteten Resultate stimmen mit den berechneten sehr 
gut iiberein, wie aus den Tabellen VII und VIII hervorgeht. Warum die 
Resultate von Rona und Haas so weit von meinen eigenen abweichen, 
kann ich nicht sagen. 
Tabelle VIII. 


Die Atoxylvergiftung der Nierenlipase mit oder ohne Serumzusatz. pq = 7,60 





, Atoxyl } k 
Lipase = ; . 
mg | gemessen berechnet 
aa Niere 1,0 0,010 64 
\ Niere 1,0 0,1 0,004 65 
(56,3 %) 
II { Serum 1,0 a 0,011 23 — 
| Serum 1,0 01 0,004 74 
(57,8%) 
Niere O6 | 0,011 98 0,011 99 
I Serum 0,5 | 
| a a 0,1 0,004 82 0,004 90 
Serum 0, (59,8 %) 
Niere 0,3 ) m3 » > 
IV | Serum 0,7 | 7 0,011 45 0,011 05 
| Niere O38 = il ot 0,004 74 0,004 58 
Serum 0,7 j 


(58,6 %) 


Die oben erwahnten Beobachtungen an der Leber- und Nieren- 
lipase kann man auch beim Kaninchen, Meerschweinchen und auch 
beim Menschen machen. Wir sind daher noch nicht in der Lage, diese 
beiden Lipasen durch ihr Verhalten gegen Atoxyl zu unterscheiden. 


b) Na-Fluorid. 

Auch Na-Fluorid ist ein wichtiges Mittel, durch das man die Lipase 
von verschiedenen Organen glaubt unterscheiden zu kénnen. Zuerst 
habe ich untersucht, ob das Gift seine maximale hemmende Wirkung 
auf die Lipase sogleich nach der Mischung ausiiben kann oder nicht; 
mit anderen Worten, ob die Hemmung stirker wird, wenn man das 
Gift langere Zeit auf die Lipase einwirken laBt. Es ist wichtig, dies 
zuerst festzustellen, um gleichmaBige Resultate zu bekommen. Aus 
meiner genauen Untersuchung geht hervor, daB die Einwirkungsdauer 
des Giftes dabei keine Rolle spielt, d. h. es iibt seine maximale Hemmung 
sogleich nach der Mischung aus. 


Biochemische Zeitschrift Band 217. 19 
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Zweitens haben wir gepriift, ob diese Hemmung der Forme] eine: 
Adsorptionsisotherme folgt oder nicht. Wie aus der Tabelle [IX hervor 
geht, ist das immer der Fall, genau wie bei der Chinin- oder Atoxy] 
vergiftung. Wenn man nimlich die Giftmenge in einer geometrischen 
Reihe anwachsen laBt, so steigt die Hemmung nach einer arithmetische: 
Reihe. 

Tabelle IX. 
Die Schweineleberlipase und ihre Hemmung durch NaF. pq = 7,61 





Lipase NaF Hemmung 


k o 

ecm mg 

0,6 _ 0,008 51 — 
0,6 0,5 0,003 82 55,1 
0,6 0,25 0,004 76 44.1 
0,6 0,125 0,005 63 33,8 
0.6 0.062 0,006 65 21.8 
0.6 0.031 0,007 60 10.7 


Wir haben schon gesehen, daB die Wasserstoffionenkonzentration 
des Mediums bei der Atoxylvergiftung keine groBe Bedeutung hat, 
wahrend sie bei der Chininvergiftung sehr wichtig ist. Nach Loevenhart 
soll die Hemmung in saurem Medium deutlicher sein als im alkalischen. 
Auch unsere Versuche stimmen damit sehr gut iiberein. (Siehe Ta- 
belle X und Abb. 1.) 

Tabelle X. 
NaF-Vergiftung bei verschiedenen px. 

















k . Hemmuug 
Pu ~<a wes , coal 
Kontrolle NaF 0,7 mg 9 
7,80 0,006 80 0,006 40 6,9 
7,02 0,010 94 0,006 01 45,0 
6,27 0,009 23 0,002 53 72,6 
5.75 0,012 58 0,001 41 90.0 
oO j 
}__INX} 
60\— 
| x 
40}—+ + 
N 
8 zol- 
§ + 4 + 
zt x 
' ee 7 3 
i—-> 
Abb. 1. 
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Infolgedessen ist es ganz klar, daB diese Untersuchungen mit 
besonderer Beriicksichtigung der Wasserstoffionenkonzentration aus- 
vefiihrt werden miissen. 

Es ist auch wichtig zu wissen, ob die Na F-Vergiftung ein reversibler 
Vorgang ist oder nicht. Die Untersuchungsanordnung ist dieselbe, wie 
wir sie bei der Chinin- oder Atoxylvergiftung geschildert haben. Als 
Dialysiermembran haben wir nicht die Dialysierhiilse von Schleicher- 
Schill, sondern die Kollodiummembran benutzt. Die Dialyse dauerte 
gewohnlich 24 bis 48 Stunden oder manchmal noch langer. Die Resultate 
sind immer dieselben. Die einmal vergiftete Lipase kann durch die 
Dialyse nicht wieder hergestellt werden (Tabelle X1). 


Tabelle XI. 


Die Reversibilitét der NaF-Vergiftung. 
Pau = 7,00. 








Kaninchen- NaF l 
leberlipase (0,22 °/) ; : 
cem cem ohne Dialyse 58 Std. dialysiert 
1,0 0,5 0,004 39 | 0,004 54 
1.0 0.25 0.004 70 0,004 92 
1.0 — 0,010 71 nicht untersucht 
| 
Kaninchen- NaF k 
magenlipase (4,5 °j9) : 4 < 
> = on 24 Std 48 Std. 
ecm ecm ohne Dialyse dialysiert dialysiert 
1,0 0.5 0,007 52 0,007 52 
1.0 uns 0.008 82 0,008 82 0.008 71 


Nachdem wir die grundlegenden Prinzipien der Na F-Vergiftung 
erwahnt haben, wollen wir jetzt das Wesen dieser Erscheinung studieren. 
Aus meinen friiheren Mitteilungen geht hervor, da8 die auseinander- 
gehenden Eigenschaften der verschiedenen Organlipase keinen wesent - 
lichen Unterschied derselben bedeuten, wie man bis jetzt zu glauben 
geneigt war, sondern, daB sie nichts anderes als sekundare Eigenschaften 
sind, welche durch die verschiedenen Begleitstoffe verursacht werden. 
Da die Vergiftung durch Na-Fluorid je nach der Art der Organlipase 
graduell verschieden ist, so wire es nicht undenkbar, durch vollstandige 
teinigung Lipasen von einheitlichem Verhalten gegen das Gift zu 
bekommen. 

In der Tat haben wir gefunden, daB die sehr empfindliche Leber- 
lipase des Kaninchens mit der Reinigung weniger empfindlich wird. 
Andererseits wird die in nicht gereinigtem Zustande weniger emp- 
findliche Magen- oder Pankreaslipase durch die Reinigung in mehr 
oder weniger hohem Mae empfindlicher, wie die folgenden Tabellen 
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zeigen. Ich erinnere mich, daB die Erscheinungen bei der Chinin 
vergiftung ganz ahnliche waren, namlich die chininempfindliche Lipas: 
(z. B. des Pankreas) wurde etwas weniger empfindlich, wahrend di 
chininrefraktare oder die schwach empfindliche Lipase (z. B. der Leber) 
durch die Reinigung empfindlicher wurde. Man kann also mit groBer 
Wahrscheinlichkeit annehmen, daB die Lipase im allgemeinen gegen 
das Na-Fluorid empfindlich ist. Der Hemmungsgrad derselben wird 
jedoch durch die verschiedenen Begleitstoffe in der einen oder anderen 


Richtung stark beeinfluBt. 


Tabelle XII. 
NaF-Vergiftung vor und nach der Reinigung. py = 7,01. 





7 Kaninchen- | NaF 1} 














mageniipase (4,5 %/o) | Lipase (k) Ne oe Hommung Ls 
cem | eem i vor nach i Fy | % 
eile Oh e6ore ee 
1,0 — | 0,007 57 | 0,00905 | — _ 
10 | OS | 0,005 28 0,05 67 303 | 37/4 
1,0 | 0,25 | 000598 | 0,006.59 21,0 27,2 
i] 
10 | — | 000742 | 0,00878 a. Sie 
10 | 05 | 0,00507 | 0,005 70 31,6 35,1 
10 | 025 | 0.00578 | 0,00635 22.1 27,7 


Tabelle XIII. 


NaF-Vergiftung vor und nach der Reinigung. 








Rinder- | PE Os a ee, 
cement | wee | ungereinigt gereinigt | ungereinigt gereinigt 

eem | Pu = 7,14 Pu = 7,10 | 5 OF 
~ Se eo 0,00766  0,01019 es ae 

0,8 0,5 0,004 91 0,005 30 35,9 48,0 
0,8 | 0,25 0,005 73 0,007 13 25,2 30,0 
oe | — 0,00823 0,010.19 —-— | = 
0,8 0,5 0,005 21 0,005 41 36,7 | 46,9 
98 | 025 0,006 87 0,007 18 226 | 30,0 

Tabelle XIV. 

NaF-Vergiftung vor und nach der Reinigung. pg = 7,51. 
Dissietn. | NaF k Hemmung 
leberlipase (0,22 9/5) ateernee: —— - 

ungereinigt gereinigt ungereinigt gereinigt 
ecm ecm %l9 %"l 
1,0 — | 0,009 72 0,009 71 — — 
1,0 0,25 } 0,004 42 0,005 01 54,5 48.4 
1,0 0,125 0,005 83 0,006 45 40,0 33,6 
1,0 — | 0,00976 | 0,00976 — _ 
1,0 0,1 0,00583 | 0,00798 40,3 27,5 
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Nach meiner Erfahrung ist die Magenlipase weniger empfindlich 
*ankreaslipase. 
Begleitstoffen sein, welche die NaF-Empfindlichkeit herabzusetzen 


vegen das Gift als die 


imstande sind, oder mit wirksameren Begleitstoffen verbunden sein 


Die erstere kann reicher an f 


ils die letztere. Aber der Zusatz von einer durch Erhitzen inaktivierten 
Magenlipase schiitzt die Pankreas- oder die Leberlipase nicht vor der 


Vergiftung. 


Tabelle 


XV. 


Hemmung der Rinderpankreaslipase durch NaF bei Zusatz von inakti- 


vierter Magenlipase. 





: NaF 
Pankreaslipase ant 
ecm eem 
1,0 
0.5 
0,25 
1,0 0,5 
1,0 0,25 
* Im Wasserbad yon 57° ¢ 


60 Min 


Tabelle 


Inaktivierte 


Magenlipase * 


0.5 
0,5 


lang erwirmt 


XVI. 


7,45. 
Wasser k 
0,009 27 
- 0,006 64 
a 0.007 99 
0,5 0,006 64 
5 0,007 69 


Hemmung der Kaninchenleberlipase durch NaF bei Zusatz von inaktivierter 


Magenlipase. py 


7,51. 





NaF 
Leberlipase 0.2 ; " 
ecm ccm 
1,0 — 
1.0 0,25 
1,0 0.10 
1,0 0,25 
1.0 0.10 


* Im Wasserbad von 60° C 


\ 


60 Min 


Inaktivierte 
Magenlipase* 
ecm 


0,8 
0,8 


lang erwirmt 


Wasser ‘ k 
0,010 58 
- 0,004 84 
— 0,006 42 
0.8 0,004 84 
0.8 0,006 42 


c) Einige andere Gifte. 


Man hat neuerdings noch durch das Verhalten gegen mehrere 
andere Mittel die verschiedenen Organlipasen zu unterscheiden versucht. 


Ich habe nur an einigen Giften untersucht, ob die verschiedenen Organ- 


lipasen vor und nach der Reinigung ihre Empfindlichkeit andern oder 


nicht, was ich hier ganz kurz erwahne. 


Cocain. 


Cocain hemmt nur die nicht gereinigte Magenlipase von Kaninchen. 
Diese wird aber nach der Reinigung véllig unempfindlich. 
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Tabelle XVII. 


Verhalten der Organlipase gegen Cocain. 





: Hemmung 
Art der Organlipase : 


ungereinigt gereinigt 
Schweineleber ...... (—) (—) 
Schweinemagen ....., (—) (—) 
Kaninchenpankreas. . . . (—) (—) 
Kaninchenleber .... . (—) (—) 
Kaninchenmagen. .... (++) (—) 


Strychnin. 


Ich habe Strychninum nitricum, sulfuricum und jodicum gebraucht 


Das letztere ist am giftigsten, wihrend die beiden anderen fast gleiche 


Giftigkeit haben. 


Auch gegen dies Gift gibt es individuelle Verschiedenheiten. Aber 


die gereinigten Lipasen zeigen die Tendenz, die Empfindlichkeit gegen 
das Gift zu verlieren, besonders deutlich ist dies bei der Schweine- 
leber- und der Rinderpankreaslipase. 


Tabelle XVIII. 





’ Hemmung durch das Gift 
Art der Organlipase 


ungereinigt gereinigt 
Kaninchenleber . . . . (+) oder (+) (—) 
Kaninchenmagen. ... . (+) (—) 
Kaninchenpankreas. . . . (—) (—) 
Schweineleber ...... (+++) (+) oder (+) 
Schweinemagen ... !. (—) (—) 
Schweinepankreas ... . (—) (—) 
Hammelleber ...... (+) (—) 
Hammelpankreas. . .. . (—) (+) 
Rinderpankreas ..... (++) (—) 


Nicotin. 

Mit diesem Gift ist es nicht leicht, ganz genaue Resultate zu be 
kommen, da die harzihnliche Substanz an der Innenflaiche der Pipette 
haftet, was die Resultate beeinfluBt. Es liegt aber sehr nahe, zu sagen 
daB die Wirkung der meisten Organlipasen, besonders beim Schwein, 
nicht beeintrachtigt wird. 


Zusammenfassung. 


1. Serum- und Leberlipase sind viel empfindlicher gegen das 
Atoxyl als die anderen Lipasen, wie jetzt allgemein angenommen wird. 

2. Magenlipase ist nicht immer unempfindlich gegen das Gift, wie 
man glaubt. Die Magenlipase des Meerschweinchens ist ebenso emp- 
findlich wie die Leberlipase. Nicht selten findet man atoxylempfindliche 
Schweinemagenlipase. 
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3. Bei vollstaindiger Reinigung der atoxylempfindlichen Organ- 
lipasen bekommt man weniger oder unempfindliche Lipase. Es muf 
also angenommen werden, daB das unterschiedliche Verhalten der 
Lipasen gegen das Gift nicht im Ferment selbst zu suchen ist, sondern 
durch die Begleitstoffe verursacht wird. 

4. Rona und Pavlovic behaupten, daB die Atoxylhemmung bei der 
Leberlipase dem Gesetz der Adsorptionsisotherme folge; spiter geben 
Rona und Haas an, daB die Hemmungskurve bei der Nierenlipase die 
gleiche Form hat wie die Dissoziationskurve einer schwachen Siure 
oder Base. Nach meiner Untersuchung ist das aber unrichtig, sie hat 
die Form einer Adsorptionsisotherme. 

5. Die genannten Autoren behaupten weiter, die Atoxylhemmung 
sei reversibel, einmal paralysierte Lipase werde durch Dialyse wieder 
wirksam. Nach unserer Erfahrung ist auch das falsch. Die einmal 
vergiftete Lipase kann durch die Dialyse nicht wieder regeneriert werden. 

6. Nach Rona soll der Zusatz von Serum die Leberlipase vor ihrer 
Vergiftung schiitzen, wihrend die Nierenlipase diese Eigenschaft nicht 
zeigen soll. Auch hier liegt ein Irrtum bei ihm vor. Das Atoxyl hemmt die 
Leberlipase genau wie die Nierenlipase, auch im Gemisch mit Serum. 

7. Na-Fluorid iibt seine volle hemmende Wirkung sogleich nach 
der Mischung mit der Lipase aus. Die Hemmung folgt, wie bei der 
Chinin- oder Atoxylhemmung, dem Gesetz einer Adsorptionsisotherme. 

8. NaF-Vergiftung ist bei kleinerem pq viel deutlicher als bei 
groBerem. Die einmal paralysierte Lipase kann nicht mehr regeneriert 
werden, wie bei der Chinin- oder Atoxylhemmung. 

9. NaF-empfindliche Lipase wird durch die Reinigung weniger 
empfindlich, und die gegen NaF wenig- oder unempfindliche Lipase 
wird empfindlicher. Man kann also annehmen, daB die Lipase selbst 
gegen das Gift empfindlich ist, aber immer mit Begleitstoffen ver- 
bunden ist, welche die Empfindlichkeit andern kénnen. 

10. Der Zusatz einer durch Erhitzen inaktivierten, gegen NaF 
unempfindlichen Lipaselésung schiitzt die andere empfindliche Lipase 
nicht vor der Vergiftung. Es ist wahrscheinlich, daB auch die Begleit- 
stoffe, welche die Giftwirkung zu dimpfen imstande sind, diese Fahigkeit 
mit der Inaktivierung verlieren. 

11. Vergleichende Untersuchungen iiber die Vergiftungserschei- 
nungen verschiedener Organlipasen gegen Cocain und Strychnin vor 
und nach der Reinigung wurden ausgefiihrt. Die Hemmung, soweit 
sie in ungereinigtem Zustande vorhanden ist, verschwindet mit der 
Reinigung oder wird wenigstens abgeschwacht. Die Ursache dieser 
Verinderungen hat man wohl auch eher in den Begleitstoffen als in 
der Lipase selbst zu suchen. 
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Studien iiber die Lipase. 


V. Mitteilung: 
Die Lipase und EiweifSkdérper. 


Von 
K. Gyotoku und 8. Terashima. 
(‘Aus der Inada-Klinik, Kaiserliche Universitat zu Tokio.) 


(Eingegangen am 5. Oktober 1929.) 


Seit langem nimmt man an, da die Fermente, besonders die 
Verdauungsfermente, mit Eiwei8kérpern in engen Beziehungen stehen, 
und da8 ohne EiweifB keine Fermentwirkung zustande kommt. In 
dieser Mitteilung wollen wir berichten, an welche Gruppen des EiweiBes 
die Organlipase und ebenso auch die Amylase und die Tryptase gebunden 
(oder adsorbiert) sind. 

Wir haben die Amylase nach Wohlgemuth, die Tryptase nach 
Gross-Fuld und die Lipase nach der Tributyrinmethode von Rona- 
Michaelis untersucht. Als Verdiinnungsfliissigkeit fiir die ersten 
zwei Fermente haben wir Kochsalzlésung und als Puffer m/3 Phosphat- 
mischung, und zwar fiir Amylase von py = 6,5, fiir Tryptase von 
Pu = 8,0 benutzt. Gewodhnlich sind schon 0,1 bis 0.2ccm_ dieser 
Phosphatmischung fiir eine Probe ausreichend. 


I. Duodenalinhalt. 


Zuerst haben wir zu konstatieren versucht, ob die genannten drei 
Fermente mit demselben EiweiSkérper verbunden sind. Wir wissen mit 
anderen Worten nichts Genaues dariiber, ob das eine Ferment mit héher 
molekularen Eiwei8kérpern und das andere mit niedriger molekularen 
verbunden ist, oder ob alle drei Fermente mit EiweiBbteilchen derselben Art 
verkniipft sind. Wir benutzten Chamberland-Filter von verschiedenen 
Nummern und priiften, ob die genannten drei Fermente immer parallel 
filtrieren konnten oder nicht. 

Es sei hier noch erwahnt, daB die Lipase des Duodenalinhalts mit 
groBer Geschwindigkeit zerfallt, so daB man keinen einheitlichen Lipase- 
wert bekommen kann. Daran ist das Vorhandensein von Galle und Darm- 
saft schuld, woriiber wir in der nachsten Mitteilung noch genauer berichten 
werden. Zum Schutz vor dieser éuBerst schnellen Zerstérung der Lipase 
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empfehlen wir als Verdiinnungsfliissigkeit fiir den Duodenalsaft eine 
Phosphat-Glycerinlésung, die aus gleichen Teilen Glycerin und 1%igen 
{mmonphosphats besteht. Der Duodenalsaft, den man mit Hilfe der 
Duodenalsonde ausgehebert hat, wird mit dieser Lésung 100- bis 800fach 
verdiinnt. Eine so erhaltene Lésung enthalt gewéhnlich in 1 cem eine Lipase- 
einheit und verliert ihre Wirksamkeit auch bei tagelangem Stehen nicht. 

In der Tabelle I zeigen wir die Resultate, die wir mit dem Chamber- 
land-Filter bekommen haben. Der Duodenalinhalt wurde zuerst 100fach 
verdiinnt, 7cem davon in Filter gefillt und filtriert. Als filtrierte 
AuBenfliissigkeit bekamen wir 2,9 ccm, als nicht filtrierte Innenfliissig- 
keit 3,2 ccm; 0,9ccem sind also verloren gegangen, d.h. in der Wand 
des Filters zuriickgeblieben. In den so gewonnenen beiden Portionen 
wurde der Fermentgehalt bestimmt. 





Tabelle I. ' 
Fermentgehalt der filtrierten und nichtfiltrierten Portion des Duodenal- 
inhalts. 
Amylase Tryptase 
Lipase (k) 38° fr 380 
2d =) ( sor ) 
Innenfliissigkeit . . ... 0,007 76 3200° 3200 
AuBenfliissigkeit . 0,001 92 3200 800 


Wie die Tabelle erkennen laB8t, ist der Amylasegehalt in beiden 
Portionen gleich, wahrend die anderen Fermente sich in der AuBen- 
fliissigkeit in viel geringerem MaBe (etwa ein Viertel) finden als in der 
Innenfliissigkeit. 

Auch in der Tabelle II sind die Verhiltnisse ungefihr dieselben. 
Beim Fall 2 ist der Amylasegehalt in beiden Portionen ganz gleich, 
wahrend der Tryptasegehalt in der filtrierten AuBenfliissigkeit nur 
halb so groB ist wie in der urspriinglichen Lésung. Die Lipase ist nicht 
imstande, das Filter zu passieren. Auch das Resultat beim Fall 3 ist 
ganz ahnlich, wenn die Fermentlésung mit dem Filter L, behandelt 
wird. Wenn aber L, statt L, gebraucht wird, so ist die AuBenfliissigkeit 
immer fermentfrei. Auch die Amylase kann nicht mehr durch dieses 
dichte Filter dringen. 

Tabelle II. 





Amylase Tryptase 


Fall Filter Portion Lipase (k) f_ 3R° /_ 389 
(p x) ( T ) 

I Innenflissigkeit 0,009 41 2400 3200 
3 i AuBbenflassigkeit 0 2400 1600 
I Innenfliissigkeit 0,008 65 6400 8000 

- AuBenfliissigkeit 0 6400 2000 

é I Innenflissigkeit 0,008 65 6400 8000 

” Aubenflissigkeit 0 0 0 
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Nach diesen Versuchsresultaten kann man vermuten, dab di: 
Amylase an die relativ kleineren EiweiBteilchen gebunden oder ad 
sorbiert ist, wahrend die Lipase mit etwas gréBeren Molekiilen in 
innigem Zusammenhang steht. Die Tryptase muB gerade in der Mitt: 
von beiden stehen. Hier muB noch hinzugefiigt werden, daB diese 
Fermente, nicht nur Amylase und Tryptase, sondern auch Lipase, 
durch das Berkefeld-Filter ganz ungehindert hindurchgehen, auch 
wenn man den dichtesten Apparat benutzt. 


II. Pankreassaft. 


Es ist natiirlich klar, daB die drei Hauptfermente im Duodenalinhalt 
aus dem Pankreassaft stammen. Aber da der Duodenalinhalt aus mehreren 
Korpersaften besteht, und da diese verschiedene organische und anorganische 
Substanzen enthalten, welche die Eigenschaften der Fermente entstellen 
kénnen, so ist es auch denkbar, dab die Pankreasfermente in so gebundenem 
Zustande etwas andere Eigenschaften zeigen als in reinem. So wird die 
Pankreaslipase z. B. durch Galle stark aktiviert, und es ist nicht leicht, 
diese aktivierenden Kérper von der Lipase wieder zu trennen, wie man 
aus der vierten Mitteilupg ersehen kann. Es ist von Interesse, zu priifen, 
ob die Fermente im reinen Pankreassaft auch die gleichen Verhiltnisse 
zeigen, wie wir sie oben dargelegt haben. Die Amylase filtriert durch die 
Filter L, und L, so gut wie vollstandig; die Lipase (und auch die Tryptase) 
kann das Filter ZL, nur zum Teil (ein Viertel), und LZ, kaum passieren; sie 
bleibt in der Wand des Filters fast vollstaéndig stecken, Z, und L,; sind 
vollig unpassierbar fiir alle drei Fermente. 


Tabelle Ili. 
Versuch mit dem Pankreassaft des Hundes. (Der Saft wird mit Wasser aut 


das Doppelte verdiinnt, filtriert, nochmals auf das 100fache verdiinnt und 
° dann quantitativ untersucht.) 








Urspriing- Amylase Tryptase | piweifreaktion 
Filter liche Nach der Filtration Lipase (k) 3R° 389 (mit Sulfo- 
Saftmenge (p 30° ) ( =r) salicylsiure) 
Innenflissigkeit 
L ee 5,6 eem 0,008 03 3200 -= + + 
“3 ia AuBenfliissigkeit 
2.7 ecm 0,000 30 3200 — + 
Urspriinglicher Pankreassaft 0,008 01 , 3200 ++ 
Innenfliissigkeit 
I Sem 3,2 cem 0,007 85 6400 3600 + + 
, . AuBenfliissigkeit 
3,8 ccm 0,002 01 6400 800 4. 
Urspriinglicher Pankreassaft 0,007 85 = 6400 3600 + + 


Ill. Blutserum. 


Wir haben immer Kaninchenserum benutzt, da es viel Ferment enthalt 
und sehr leicht zu bekommen ist. Auf die Tryptasebestimmung haben wi: 
verzichtet. Die mit Chamberland-Filter L, und JL, filtrierte Fliissigkeit 
enthaélt fast gar keine Fermente, wenn sie auch noch schwache Triibung 








iu) 

i1e€ 

ile 
scl 
al 


cle 


Ve 








is dik 
er ad 
len in 
Mitts 
diese 
sipase, 
auch 


linhalt 
hreren 
nische 
stellen 
lenem 
rd die 
leicht, 
> man 
riifen, 
itnisse 
th die 
ptase) 
nm; sie 
5 Sind 


ar aut 
t und 


aktion 
ulfo- 
fiure) 


thalt 
a wil 
gkeit 
bung 











Lipase. V. 295 


jurch Sulfosalicylsaure zeigt. Aber wenn man mit L, filtriert, so enthalt 
lie AuBenfliissigkeit ungefahr ein Viertel bis ein Fiinftel der Lipase und 
lie Halfte der Amylase (siehe Tabelle IV). Amylase filtriert hier also etwas 
schwerer als beim Pankreas- oder Duodenalsaft, wo sie nicht nur L,, sondern 
auch L, fast ungehindert passieren kann. Man kann somit sagen, dab 
die Serumlipase (des Kaninchens) mit gréBeren Eiweibteilchen verbunden ist. 


Tabelle IV. 
Versuche mit Kaninchenserum. (Das Serum wird zuerst aut das Doppelte 
verdiinnt und dann filtriert.) 





Angewandte 


Fall Filter serum- Lipase Amylase 
mnenge 
p Innenfliissigkeit 5,1 cem 0,908 50 16 
Ly 9,0 com ' “SR 9 = 
AuBentliissigkeit 2.8 . 0,001 70 - 4 
1 Nicht filtrierte Losung 0,008 50 16 
c Innentlissigkeit 2,0 , 0,008 50 16 
Gg 9.0 ecm , 4 . nD Gs 9 
. Aubenflissigkeit 6,2 0,000 92 2 
I 90 ce Innenfliissigkeit 4,3 0,008 65 16 
2 “3 wih ae Aubenftliissigkeit 3.5 , 0,002 00 5 
Nicht filtrierte Loésung ' 0,008 65 16 
I 7.0 cet Innentlissigkeit 24 , 0.010 038 16 
» 4 9 cc on . ’ 
3 1 , — Aubenfliissigkeit 354 . 0,002 02 S 
Nicht filtrierte Losung 0,010 03 16 


IV. Beziehungen der Fermente zum Globulin und Albumin. 

Aus diesen Vorversuchen kénnen wir erkennen, da8 die Lipase 
mit den gréBeren Teilchen von Eiweif8 oder anderen kolloidalen Sub- 
stanzen verbunden ist oder wenigstens dazu in engerer Beziehung steht 
als die beiden anderen Fermente. Nun wollen wir sehen, ob diese 
Fermente und besonders die Lipase von Globulin oder Albumin be- 
gleitet werden. : 

Vor einigen Jahren haben Rona und Petow' angegeben, das Serumlipase 
in durch 40- bis 60 °Ciger Sattigung mit Ammonsulfat gefalltem Globulin ent- 
halten ist. Andererseits hat jedoch 7’. Baba? die Lipase beim Meerschweinchen 
nurim Albumin gefunden. Wir wissen nicht, woher dieser Unterschied kommt. 

Um ihn aufzukliren, haben wir die Versuche nachgeprift. Baba 
trennte die beiden Fraktionen durch Einleiten von CO, nach Liefmann. 
Es ist durchaus richtig, daB das so gewonnene Globulin keine Lipase 
enthalt. Aber er schrieb auch, daB das durch 50° ige Sattigung mit 
Ammonsulfat niedergeschlagene Globulin keine Lipase enthalte. Nach 
unseren Versuchen trifft letzteres nicht zu. 


1 Diese Zeitschr. 146, 144, 1924. 
2 Mitt. a. d. med. Ges. zu Tokio 40, 1926 (japanisch). 
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1. Kaninchenserum. 


Wie man aus der Tabelle V sieht, nahmen wir fiinf Glaser mit Kaninchen 
serum (mit Wasser zweifach verdiinnt) und setzten die Ammonsulfatlésung 
in verschiedenen Saéttigungsgraden hinzu. Durch Zentrifugieren bekame: 


Tabelle V. 


Versuch mit Kaninchenserum. 





Sattigungsgrad 
Serum (NH). SO, mit 


NI Ammonsulfat Amylase Lipase 
“cm ecm "lo 
Niederschlag 11,4 0,020 46) . 
7 ee - : 0,020 6s 
] »,0 4,0 v4 _ Klare — 0 0.000 22 | 
F lassigkeit 
Niederschlag 9.5 0,019 12) 1.019 
o ; ‘ <es) 0,019 60 
) 3.0 3.0 50 Klare 0 0.000 48 | 
Flissigkeit 
Niederschlag 7 0,007 46) 017 
9 ha 0.017 66 
3,0) 2.0 40 _ Klare | 2 0,010 20] 
Flissigkeit 
Niederschlag 5,5 0,003 00) _ 
‘ on alana 0,019 35 
4 rf 1.9 ” _Alare | 6.1 0,016 35) 
Flissigkeit 
Niederschlag 0 0,000 51; 0.019 95 
A x 2 oP 3 019 95 
5, x 1.39 ol : Alare 12 0,019 44] 
Flissigkelt 
( Kontrolle (Serum ohne Ammonsulfat) 15 0.020 78 


Tabeille VI. Versuch mit Kaninchenserum. 








Sittigungsgrad 
mit 


Nr serum (NH4g.S0, < cmemaiatin’ Amvlase I ipase 
em eem Ol5 
Niederschlag 10.5 0,018 44) ain on 
1 30 4.0 57 Klare , ran & 0,020 U9 
Flissigkeit 0 0,001 61) 
Niederschlag 8,5 0,015 94) . 
2 3.0 3.0 50 Klare ‘ ~ | 0,026 39 
va oa ) 0 : 
Fliissigkeit ; 0,004 45} 
Niederschlag 6,0 0,005 52 lie 
3 3.0 2.0 40 Klare o 0.01074) 0,016 26 
Flissigkeit 7 ‘ 
Niederschlag 3,0 0,002 97) a 
4] 30] 15 33 Klare 20 |o.01a96| 722? 8 
Flissigkeit , ‘ . 
Niederschlag 0 0,000 60) 
5 80 | 1,8 30 Klare 105 0.018 32f 0,018 92 
Flissigkeit ” ’ nr 
6 Kontrolle (Serum ohne Ammonsulfat) 13 0,019 95 
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wir zwei Fraktionen, namlich den Niederschlag und die iiberstehende klare 
Fliissigkeit. Es ist ratsam, das Blutserum zuerst mit Wasser zwei- bis 
dreifach zu verdiinnen, da die Trennung der beiden Fraktionen dadurch 
vollstandiger wird. Diese Fraktionen wurden durch Kollodiummembran 
mehrere Stunden lang gegen flieJendes Wasser dialysiert und gepriift, 
wieviel Amylase und Lipase sich darin befanden. 

Aus den Tabellen kann man entnehmen, daB die Lipase bei 30 °iger 
Sattigung mit Ammonsul!fat fast ganz in der Lésung und bei 33 °_ iger 
Sattigung zu ein Fiinftel, bei 40°, iger Sattigung schon zur Halfte oder 
in noch héherem MaBe im Niederschlag zu finden ist. Bei der Halb- 
sittigung aber, wo Baba keine Lipase im Niederschlag fand, befindet 
sich der gréBte Teil derselben nicht im Albumin, sondern im Globulin, 
was mit dem Resultat von Rona iibereinstimmt. 


2. Meerschweinchenserum. 


Wie dieser Unterschied zwischen den Ergebnissen von Baba und von 
uns zustande kommt, wissen wir nicht. Da er aber als Versuchstiere meist 
Meerschweinchen gebrauchte, so wiederholten wir die Versuche auch mit 
dem Serum dieses Tieres. Wie die folgenden zwei Tabellen zeigen, ist der 
Lipasegehalt im Albumin etwas gréB8er als beim Kaninchenserum. So 
enthalten z. B. die beiden Fraktionen, die durch 50°, ige Sattigung getrennt 
werden, ungefahr die gleiche Lipasemenge. Es gibt auch sehr seltene Falle, 


Tabelle VII. 


Versuche mit Meerschweinchenserum. 





Sittigungsgrad 
Nr, Serum (NH4)2804 mut 


Ammonsulfat Amylase Lipase 
ecm ecm 
Niederschlag 21.0 0,024 86) —_ 
20 33% 92 \lare 0,025 90 
1 24 3.33 62 a 0 0,001 04} 
Niederschlag 20 0,018 83) 3 3 
) 20 7 37 ‘lare q{ Yes wv 
rs 3, &, é 4 ate 1 0,004 47 | 
Niederschlag 18 0,010 98) ~— 
‘ 20 9 - . ; O.UZ0 2 
3 24 2.0 50 OE am 2 0,009 81} 
Niederschlag 8.5 0,005 1} 9 F 
20 3: 0 le staat 
4 2, 1,33 4 Ee 4.0 0,018 48] 
Niederschlag 7.0 0,003 47) 
. 9 26 lane 0,023 95 
5 2.0 1.0 33 ’ ne 70 0.020 48] > 95 
‘1USSIZKeEL 
Niederschlag 6,0 0,001 21 | KF 
: 290 ) 29 Pies U,Ua0 9 
6 / 2, 0,84 2s Klare 16.0 0.025 36) 


Fliissigkeit 


7 2.0 Kontrolle 25 0,026 86 
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wo sie sich im Albumin etwas starker findet. Wenigstens war niema] 
die ganze Lipase des Serums im Albumin zu finden, wie Baba angibt. Da 
durch 60°%ige Sattigung gewonnene Globulin enthalt fast alle Lipase 
was mit den Verhaltnissen beim Kaninchenserum védllig tibereinstimmt 
Und sogar die Globulinfraktion, die man durch 40- bis 30°,ige Sattigung 
bekommt, enthalt einen nicht geringen Anteil der Lipase. 


Tabelle VIII. 


Versuche mit Meerschweinchenserum. 





Siattigungsgrad 
Nr. | Serum (NH4)250, mit 


Ammonsulfat Amylase Lipase 
ecm ecm Ad) 
Niederschlag 25 0,024 06 | 0.025 64 
1 2.0 3,35 63 Klare ana rot 03020 6 
Flissigkeit 0 0,001 58} 
Niederschlag 22 0,020 36) 0,025 42 
2 2.0 2.7 57 Klare ‘a saa ,02Z9 42 
Flissigkeit 0,5 0,005 06) 
Niederschlag 17 0,009 96) one an 
3 20 2,0 50 Klare go V8: 
Flissigkeit 1,5 0,008 92} 
Niederschlag 12,0 0,003 24) 0.01602 
4 2.0 1,33 40 Klare 9 9 7a 2219 Ue 
Flissigkeit = 0,012 78} 
Niederschlag 13 0,003 04) me 
5 2.0 1,0 33 Klare 3 0.020 02) 0,023 06 
Flassigkeit ‘ ieee 
‘ Niederschlag 5 0,001 34) * 
, : = |‘ | 0.028 5 
6 2.0 0,84 29 Klare 65 0.029 93| ,023 57 
Flissigkeit - —" 
7 2.0 (Kontrolle) 30 0,026 60 


3. Hundeserum. 


Unsere Resultate mit Hundeserum ahneln denen der eben ge- 
schilderten zwei Versuche sehr. Der Lipasegehalt des Globulins ist 
gréBer als beim Meerschweinchenserum. Da die Lipase im Hunde- 
serum in viel geringeren MaBe vorhanden ist als in dem der anderen 
Tiere, so mu8 man darauf achten, nach der Dialyse méglichst wenig 
zu verdiinnen. 


Die oben erwaihnten Resultate stimmen insofern mit denen von 
Rona und Petow iiberein, als die Serumlipase sich im Globulin befindet 
welches durch 60°,ige Sattigung mit Ammonsulfat gewonnen wird 
Aber 7. Baba sagte mit Recht, da8 sie in dem Globulinanteil, welcher 
durch Einleiten von Kohlendioxyd nach Liefmann niedergeschlagen wurde. 
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Tabelle 1X. 


Versuche mit Hundeserum. 





Sattigungsgrad 


vp, Serum (NH,g)oS0,4 Seneaanittnn Amylase Lipase 
ccm ecm 
Niederschlag 24 0,007 84) 1.008 04 
; aie ‘ teh 0.008 ( 
l 2,0 3,35 63 PB arse sit 0 0.009 20} 
Niederschlag 21 0,006 42) 0.007 82 
97 rd , N7 82 
2 20 2.7 57 Flassigheit Q 0.001 40/ i 
Niederschlag 19 0,004 23) 0.006 63 
3 20 2.0 50 Klare > an{ 22202 % 
; 2 40) 
Flissigkeit , 0,002 4¢ 
Niederschlag 19 0,002 00) 0.00% 8 
4 2.0 1,33 40 Klare ° aen{i ve 
Flassigkeit ¥ 0,003 89) 
Niederschlag 19 0,000 90) 0.007 68 
5 30 10 33 _, lare 6 (000678) °° 
Flissigkeit 
Niederschlag 12 0,000 30) | on a4 
b 2.0 0.84 29 ' Klare 13 0.007 41] ? ae 
Flissigkeit 
7 2.0 (Kontrolle) 26 0,008 41 


gar nicht vorhanden war; seine Behauptung hingegen, daB sie sich 
auch in dem Globulin, das durch 50°, ige Sattigung mit Ammonsulfat 
gewonnen wird, nicht findet, kénnen wir nicht bestatigen. Daraus 
ergibt sich, daB das nach Liefmann gewonnene Globulin nur einen 
Teil des Serumglobulins bildet. Nach unserer Ansicht mu8 es sich 
hauptsachlich um Euglobulin handeln, und die Lipase befindet sich in 
dem sogenannten Pseudoglobulin und dem Albumin, welches dem 
Globulin sehr nahe steht. Es mu8 sehr schwer oder unméglich sein, 
Globulin und Albumin im Blutserum ganz streng zu trennen. Die 
Fraktion von hoher TeilchengréBe kann sehr leicht von der sehr niedriger 
TeilchengréBe getrennt werden. Aber auch die TeilchengréBen miissen 
selbstverstandlich ganz allmahlich ineinander iibergehen. Wir sind 
vielleicht noch nicht imstande, das héher molekulare Albumin von dem 
niedriger molekularen Globulin vollstandig zu trennen. Und gerade 
in dieser Zwischenfraktion muB die Lipase sich befinden, da sie sich, 
wie wir schon gesehen haben, nicht im Euglobulin befindet, und auch 
der Albuminanteil, welcher durch 60° ,ige Sattigung mit Ammonsulfat 
nicht fallbar ist, fast gar keine Lipase enthalt, obwoh] er die Albumin- 
reaktion noch zeigt. 
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Wir haben in der ersten Halfte unserer Arbeit schon ausgefiihrt 
daB sich die Lipase in EiweiBkérpern von héherer TeilchengréBe finde: 
als die Amylase. Dieses Resultat muBte man auch bei der Fraktionieruny 
des EiweiBes erwarten. In Wirklichkeit aber haben wir ganz unerwartet« 
Ergebnisse bekommen. Der Hauptteil der Amylase begleitet das 
Serumglobulin und nicht das Albumin, wie man aus mehreren Tabellen 
erkennen kann. Wie man solche paradoxen Erscheinungen erkliren 
soll, wissen wir noch nicht. Dariiber werden wir noch weitere Versuche 
anstellen. 


Noch eine wichtige Tatsache méchten wir hier erwahnen. Bei der 
Trennung des EiweiBes in zwei Fraktionen wird auch die Lipase in 
zwei Fraktionen gespalten; das ist selbstverstandlich. Wenn diese 
zwei Fraktionen wieder vereinigt werden, so mu die Lésung wieder 
die anfangliche Lipasemenge enthalten; oder kurz gesagt, die Summe 
der Lipase von beiden Fraktionen sollte unveranderlich sein. Aber 
die Resultate unserer Untersuchungen stimmen mit dieser Vermutung 
nicht tiberein. Hier wollen wir diese Beziehung an Hand der Tabelle VIII 
erklaren. Ein bestimmtes Quantum des Serums hat einen Lipasewert 
von 2600, Nr. 1 und 2 enthalten dieselbe Menge. In Nr.3 und 4 ist 
jedoch die Summe der Lipase von beiden Fraktionen viel geringer, in 
Nr. 4 z. B. nur 1602, d. h. nur 60°, des Anfangswertes. Diese Abnahme 
der Lipase ist keine zufallige Erscheinung, sondern sie kommt immer 
vor, wie die Tabellen V bis IX zeigen, obgleich ihre Héhe nicht konstant 
ist. Dialyse spielt dabei keine Rolle; wenn das Serum im Kontroll- 
versuch mehrere Stunden dialysiert wird, vermindert sich die Lipase 
gar nicht. Der Zusatz von Ammonsulfat, und zwar in 40- bis 50 °,iger 
Sattigung, muB daran schuld sein, da die durch 29- bis 33 °,ige Sattigung 
gewonnenen Fraktionen sehr geringe Verluste an Lipase zeigen. Mit 
anderen Worten, wenn die EiweiSfraktion, worin sich die Lipase haupt 
sachlich findet, durch Ammonsulfat in zwei Fraktionen getrennt wird, 
kommt diese Abnahme der Lipase zum Vorschein. Die gleichen Ver 
haltnisse findet man auch bei der Amylase, wie aus den Tabellen er 
sichtlich ist. 


Ob diese interessante Tatsache auch in anderen Lipaselésungen 
vorkommt oder nicht, kann man nicht voraussagen. Die folgenden 
Untersuchungen aber zeigen, daB das immer der Fall ist 


4. Magenlipase. 


Die aus dem getrockneten Schleimhautpulver des Kaninchenmagen- 
eluierte Lipaselésung wird dureh Ammonsulfat in zwei Fraktionen getrennt 
Die nachfolgenden Versuchsanordnungen sind die gleichen, wie bei de: 
Versuchen mit Serum. 
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T abe lle } # 


Kaninchenmagenlipase. 





Sittigungsgrad 








Nr mit Ammonsulfat Lipase (k) 
- Niederschlag 0,028 72 | 
. ‘ - 28 92 
1 63 Klare Flissigkeit 0,000 20 | ae 
. Niederschlag 0.027 42 | 7 
2 5S : & 0.027 62 
. ; Klare Flissigkeit 0,000 20 f Yet? 
, p Niederschlag 0,022 58 | on 
E 50 ; : “5 le mt 0.023 68 
; 4 Klare Flissigkeit 0.091 10 | 36 
Niederschlag 0,009 49 | " 
0 2, — wen} 0,017 24 
4 4 Klare Fliissigkeit 0.00775) >‘ 
_ = Niederschlag 0,007 61 | : an 
f BS : ‘ © ’ ~~ O.OLb «t 
F a Klare Flissigkeit 0,009 15 | 16 16 
‘ Niederschlag 0,094 83 | — 
t 30 : ; ,) 0.0153 
Klare Flassigkeit 0,010 48 | 2919 71 
a - Niederschlag * 0,004 67 | —_— 
25 es oa S . nate ae FO 2 F 
' ad Klare Flissigkeit 0,013 05 | 1 
Niederschlag 0,004 23 | co 
8 20) , Scgapetane eF = 0.028 2! 
gd Klare Flissigkeit 0,024 02) , 
y Kontrolle 0,028 56 
Tabelle XI. 
Kaninchenmagenlipase. 
Sattigungsgrad 
Nr mit Ammonsulfat Lipase (k) 
7 Niederschlag 0,018 26 | eo 
58 ore : a ‘ 0,013 8€ 
I ; Klare Flissigkeit 0,090 60 | 13 86 
P Niederschlag 0,002 20 | 
2 a ON a 0,008 90 
7 Klare Flissigkeit 0,006 70 | . 
‘ Niederscblag 0,001 00 | 
99 : —_ : 0.010 20 
3 an Klare Flissigkeit 0,009 20} ° I 
4 Kontrolle 0.014 20 


3d. Pankreaslipase (aus Pankreassait). 
Wir haben den Pankreassaft von einem Hunde mit permanenter 
Pankreasfistel (Pawlow) gesammelt. Die Resultate sind aus der Ta- 
belle XII ersichtlich. 
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Tabelle XII. 


Pankreassaft (Hund). 





Sittigungsgrad 


Nr. | mit Ammonsulfat ante 
“ Klare Flussigheit 0:90 82 | 9015 15 
. ae Klar Finwiaeei Saks 7 | 0,015 17 
. ” Klnre Flassigheit 0,003 55 | 0.018 70 
: ” Klare Flassigheit 0,007 35 | 018 77 
ee 
6 (Kontrolle) 0.014 88 


6. Duodenalsajt. 
Der Duodenalsaft wurde mit Hilfe der Duodenalsonde ausgehebert 
Er ist natiirlich eine Mischung von verschiedenen Kérpersiften. Zu 
Verdiinnung gebrauchten wir immer die Glycerin-Ammonphosphat 
losung. Ein Beispiel ist vielleicht fiir unseren Zweck ausreichend. 


Tabelle XIII. 


Duodenalsaft (Menschen). 





Sittigungsgrad ! 

Nr mit Ammonsulfat Lipase (k) 

Io 

7 Niederscbhlag 0,019 88 ' 

t , es , 0,020 82 
, ” Klare Fliissigkeit 0,000 94 020 82 

, Niederschlag 0,013 80 | . 
2 : ; a ae ) ‘ 
. = Klare Flissigkeit 0,002 28 | 9.016 08 
3 Kontrolle 0,019 96 


Aus diesen Resultaten kann man wieder den SchluB ziehen, dai 
die Summe der Lipase von beiden Fraktionen, die durch 40- bis 25 °,,ige 
Sattigung mit Ammonsulfat gewonnen werden, viel kleiner ist als die 
urspriingliche Menge. Die Verluste der durch 50- bis 60 °,ige Sattigung 
gewonnenen Fraktionen sind sehr gering oder fast gleich Null. 


Diese seltsame Erscheinung wollen wir wie folgt erklaren. 
Die GréBe der EiweiBmolekiile geht allmahlich von héheren zu kleinsten 
Werten iiber. Die durch den Zusatz von Ammonsulfat schwer oder 
kaum fallbaren Molekiile kénnen dabei geschidigt werden und ein 
Teil davon in kleinere Molekiile zerfallen, als ob sie mit Gewalt gespalten 
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virden. Sehr leicht fallbare Molekiile werden dagegen sofort un- 
veschadigt niedergeschlagen. Es mu hier noch erwaihnt werden, daB 
lie Abnahme der Lipase am deutlichsten zustande kommt, wenn 
lurch méglichst geringe Sattigung fraktioniert wird. Wir haben schon 
gesehen, daB die Lipase nur zu bestimmten EiweiSmolekiilen in engen 
Beziehungen steht. Euglobuiln z. B. spielt keine Rolle, und auch ein 
gewisser Albuminanteil von kleinster TeilchengréBe hat keine Be- 
deutung. Man kann annehmen, daf der Zerfall der EiweifSmolekiile, 
die mit der Lipase verbunden sind, auch die Zerstérung des Ferments 
zr Folge hat. So ist anzunehmen, da die Zerstérung der Eiweib- 
molekiile, die durch 20° ,ige Sattigung von Ammonsulfat fallbar sind, 
und keine Lipase enthalten, die Abschwachung der lipatischen Wirkung 
nicht verursachen kann. Im gleichen Sinne muB es gleichgiiltig sein, 
ob die sehr kleinen EiweiBmolekiile, die mit 60- bis 70° iger Sattigung 
kaum fallbar sind, in der Lésung zerfallen oder noch intakt bleiben, 
da sie keinen Zusammenhang mit der Lipase haben. Wenn dagegen 
das Serum z. B. durch 40- bis 50° .ige Sattigung fraktioniert wird. 
so spalten sich die mit der Lipase verbundenen Eiwei8kérper in zwei 
Bestandteile. Mit dem Zerfall dieser wichtigen Molekiile vermindert 
sich auch die Lipase sehr erheblich. 

Wir wollen diese Abnahme des Ferments bei der Trennung der 
beiden EiweiSfraktionen durch etwas andere Versuche erklaren. Als 
Lipaselésung benutzten wir die Elution aus getrocknetem Rinder- 
pankreas. Diese Lipaselésung wurde mit verschiedenen Mengen Ammon- 
sulfat vermischt. Der Fallungsgrad war natiirlich verschieden, je nach 
der Menge des gebrauchten Ammonsulfats. Diese Mischung wurde 
mehrere Stunden lang dialysiert, ohne den Niederschlag von der Fliissig- 
keit zu trennen. Aber die Trennung oder Spaltung der Eiweifmolekiile 
muBte dabei stattgefunden haben, obwohl wir den Niederschlag von 
der iiberstehenden klaren Fliissigkeit nicht abtrennten. Nach der 
Dialyse wurde die Lipasebestimmung wie gewohnlich ausgefiihrt. Wie 
aus der Tabelle XIV zu erkennen ist, ist die Abnahme der Lipasemenge 
nur in der Lésung deutlich, wo die Sattigung mit Ammonsulfat 25 bis 
33°, betragt. Es ergibt sich also, daB die Abnahme der Fermente 
mit der Manipulation nichts zu tun hat, sondern durch den Zusatz von 
Ammonsulfat verursacht wird, und zwar in einem bestimmten Satti- 
gungsgrad. 

Aus diesen Tatsachen kann man mit hoher Wahrscheinlichkeit 
schlieBen, daB die Abnahme der Lipasewirkung die Folge der Zerstérung 
der Eiwei8molekiile ist, welche zu dem Ferment in engen Beziehungen 
stehen. Es ist nicht undenkbar, daB die Zerstérung der Fermente mit 
der Zerstérung der betreffenden EiweiBmolekiile parallel geht. Ob die 
dabei entstehenden kleineren Molekiile die Dialysiermembran passieren 
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kénnen oder nicht, oder ob sie zusammen wieder die lipatische Wirkwn: 
zeigen kénnen, wissen wir noch nicht. Wir werden in der niachste: 
Mitteilung Weiteres dariiber berichten. 


Tabelle XIV. 





Sattigungsgrad 


Nr mit Ammonsulfat Lipase 
1 73 0,010 25 
2 67 0.010 01 
3 50 0,010 01 
4 33 0,009 22 
5 25 0,008 74 

Zusammenfassung. 


1. Wir haben die Filtration von drei Hauptfermenten mit Chamber 
land-Filtern vorgenommen. Die Amylase kann das Filter L, und L, 
vollstandig, die Tryptase L, vollstandig, aber L, nur teilweise passieren 
wahrend die Lipase sogar durch L, kaum filtrieren kann. Diese Ver- 
haltnisse kann man nicht nur beim Blutserum, sondern auch beim 
Pankreassaft oder Duodenalinhalt feststellen. Unserer Ansicht nach 
steht die Amylase mit verhaltnismaBig niedrig molekularem und die 
Lipase mit héher molekularem EiweiS in Verbindung. Die Tryptase 
steht in der Mitte zwischen beiden. Diese drei Fermente kénnen durch 
das Berkefeld-Filter vollstandig hindurchgehen, auch wenn der dichteste 
Apparat gebraucht wird. 

2. Die Serumlipase befincet sich fast vollstindig in den Eiweif 
kérpern, welche durch 60 °,ige Sattigung mit Ammonsulfat nieder 
geschlagen werden (Kaninchen, Meerschweinchen und Hund). Diese 
EiweiBkérper bestehen aus Globulin und Albumin. 7’. Baba meinte 
daB die Serumlipase vollstandig im Albuminanteil (50 °,ige Sattigung) 
zu suchen sei, was aber nicht der Fall ist. 

3. Wenn man anstatt mit Serum mit Pankreassaft oder Magen- 
lipase (aus dem getrockneten Pulver eluiert) arbeitet, so sind die 
Resultate immer die gleichen; namlich samtliche Lipase befindet sich 
in der EiweiBfraktion, welche durch 55- bis 60° ,ige Sattigung mit 
Ammonsulfat niedergeschlagen wird. 

4. Das durch 20°, ige Sattigung mit Ammonsulfat gefallte Eiweil 
enthalt nur wenig Lipase. Ob es sich um Pankreassaft, Blutserum ode1 
Magenlipaselésung handelt, ist dabei gleichgiiltig. Diese Erscheinung 
stimmt mit Babas Befund iiberein, daB das EiweiB, welches nach det 
Liefmannschen Methode abgetrennt wird, keime Lipase enthalt. 

5. Da die Amylase (nach unseren Filtrationsversuchen) zu den 
verhaltnismaBig niedrig molekularen EiweiB in enger Beziehung steht 
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o ist man geneigt. anzunehmen, daf sie sich hauptsachlich im Albumin- 
nteil befindet. Aber in Wirklichkeit ist sehr viel Amylase im Globulin 
u finden. 

6. Wenn das Serumeiweif8 durch 40- bis 50°, ige Sattigung mit 
\mmonsulfat in zwei Fraktionen geteilt wird, so ist die Abnahme der 
Lipase (und auch der Amylase) auffallend. Vielleicht rithrt diese daher, 
daB die Trennung der EiweiSfraktionen die Spaltung ihrer Molekiile 
verursacht und infolgedessen die Zerstérung der Fermente zur Folge 
hat. Wenn man aber das Eiwei8 der Magenlipaselésung von Kaninchen 
oder des Pankreassaftes vom Hunde fraktioniert, so kommt diese 
Abnahme der Fermente bei der 30- bis 40 °,igen Sattigung mit Ammon- 
sulfat am deutlichsten zutage. Diese Differenz zwischen dem Blut- 


serum und dem Pankreassaft oder der Magenlipaselésung hinsichtlich 
des Sattigungsgrades zeigt, daB diese Lésungen nicht aus ganz gleichen 
EiweiBkérpern bestehen. 











Studien iiber die Lipase. 


VI. Mitteilung: 


Die Trennbarkeit der Lipase in zwei unwirksame Bestandteile. 


Von 
kK. Gyotoku und 8. Terashima. 
(Aus der Inada-Klinik, Kaiserliche Universitat zu Tokio.) 


(Eingegangen am 5. Oktober 1929.) 


I, Einleitung. 

In der vorhergehenden Arbeit haben wir gezeigt, wie eng die 
Lipase mit bestimmten EiweiBkérpern verbunden ist. Wenn man das 
EiweiB der Lipaselésung mit der erforderlichen Menge Ammonsulfat 
in zwei Fraktionen trennt, so geht ein gewisser Teil des Ferments dabei 
verloren, vielleicht dadurch, daB die Eiwei8kérper in kleinere Molekiile 
zerfallen, wobei auch die Lipase geschadigt wird. Uber das Schicksal 
dieser kleineren Molekiile konnten wir nichts aussagen. Es ware jedoch 
denkbar, da die dabei entstandenen kleineren Molekiile bei Wieder- 
vereinigung ihre lipatische Wirkung wieder entfalten kénnten. 

In der vorliegenden Arbeit wollen wir nun eine Methode mitteilen, 
nach der man die Pankreas- oder die Magenlipase in zwei Bestandteile 
aufteilen kann, die jeder fiir sich unwirksam, aber zusammen stark 
wirksam sind. 

Il. Trennungsmethode. 

Zunichst beschreiben wir die Trennungsmethode am Beispiel der 
Magenlipase. Die aus dem getrockneten Pulver aus Magenschleimhaut 
eluierte Lipaselésung wird mit Chinin versetzt. Die Chininmenge soll so 
gewahlit werden, da sie méglichst gering, aber immer ausreichend zur 
vollstandigen Fallung ist, da das Chinin die Magenlipase der meisten Tier- 
arten stark hemmt. Wir erwarteten anfangs, da saémtliche Lipase, wie 
bei der Essigséurefallung, sich im Niederschlag befinden wiirde. Das war 
aber nicht der Fall. Zu unserer Uberraschung konnten wir die Lipase aber 
auch in der iiberstehenden Fliissigkeit nicht nachweisen. Wann und wie 
ist die Lipase verschwunden ? 

Als Beispiel wollen wir Schweinemagenlipase wahlen, die durch den 
Chininzusatz nicht gehemmt wird. 5ccm derselben werden mit 5 ccm 
1%iger Chininlésung vermischt und nach einiger Zeit zentrifugiert, die 
klare Fliissigkeit wird dekantiert, (Fraktion A), der Bodensatz mit Wasser 
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vorsichtig gewaschen, gut zentrifugiert, abgegossen und dann wieder in 
Wasser aufgelést (wenn man in verdiinntem Ammoniak gelést hat, neutra- 
lisiert man ganz genau). Die gesamte Fliissigkeitsmenge soll gleich der der 
Fraktion A sein, also 10 cem (Fraktion B). Es ist selbstverstandlich, dab 
die ganze Lipasemenge in A und B vorhanden sein mu}. Wenn sie in B 
nicht nachzuweisen wire, so mUBte die ganze Lipase in A wiederzufinden 
sein, oder, wenn man die Halfte in B feststellen kénnte, so miibte sich die 
andere Halfte in A befinden. In Wirklichkeit liegen aber die Verhaltnisse 
ganz anders, wie aus der Tabelle I zu ersehen ist. 


Tabelle I. 


Versuch zur Spaltung der Magenlipase. 








Schweinemagenlipase (bei py = 7,04) Lipase (k) 
Urspriingliche Lésung 0,5cem + Wasser 0,5cem .. . 0,007 74 
“ Be. +e Gee (Cs 0,007 62 
Pe I a a es ae we eS ee er 0,002 41 
. 9 ae ae oe eT er ee ee 0,000 20 
Bara ae es a 8S 8 ea ees 0,007 58 
Kaninchenmagenlipase (bei py = 6,42) Lipase (k) 
Urspriingliche Losung 0554+ Chinin 05 . . a ehiciea de 0,009 62 
Fraktion A PAR ara ee ee ae 0,001 00 
“ B Pra tern e, ta ah cee ae ; 0 
ar a a es SD os OS RS 5" 0,009 75 


Wahrend die Fraktion A 241 und Fraktion B nur 20 Einheiten Lipase 
enthalt, enthalten beide vereinigt 758; ungefahr dreimal so viel wie die 
Summe von A und B. Bei der Kaninchenmagenlipase ist dieser Effekt in der 
Tabelle noch deutlicher zu sehen. Die urspriingliche Lipaselésung mit Chinin 
enthalt 962 Einheiten Lipase. Die entsprechende Menge der Fraktion A nur 
etwa 100, d. h. ein Zehntel der urspriinglichen Lésung. Fraktion B enthalt 
gar keine Lipase. Wenn man A und B zusammenmischt, muBte man auch 
100 Einheiten Lipase darin finden, wahrend man in Wirklichkeit 975 findet, 
gerade zehnmal soviel, wie man erwartet. 

Aus diesen Tatsachen kann man schlieBen, daB der sehr geringe oder 
fehlende Lipasegehalt in der Fraktion A und B nicht auf Zerfall oder 
Verschwinden der Lipase bei der Fraktionierung, sondern nur auf einer 
Spaltung derselbea in unwirksame Bestandteile beruht, aus welchen beim 
Zusammengeben die urspriingliche Magenlipase ohne Verlust an Wirkungs- 
kraft wieder entsteht. 


Auf diese Weise kann man die Magenlipase der verschiedenen 
Tierarten ausnahmslos in zwei unwirksame Bestandteile zerlegen. 
Wenn das Fermentpulver zu alt ist, so ist die Spaltung unvollstandig, 
ja manchmal unméglich. Wahrscheinlich kann die Verbindung der 
beiden Komponenten mit der Zeit fester werden. In diesem Falle 
befindet sich die Lipase nur in der iiberstehenden Flissigkeit, also 
in der Fraktion A. 
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Um diese Spaltung méglichst vollstandig durchzufiihren, ist es ratsam, 
der mit Ammoniak eluierten Lipaselésung etwas mehr Essigsiure zuzu- 
setzen, als zur Neutralisation nétig ist. Die Lésung ist dann gewoéhnlich 
nicht ganz klar, sondern etwas opaleszierend. Nach dem Chininzusatz 
wird die Lésung 1 Stunde oder noch etwas linger stehengelassen und dann 
kraftig abzentrifugiert, wie wir schon erwaihnten. Wenn die Ferment 
lésung von Anfang an zu schwach ist, so ist die Spaltung gew6éhnlich mangel- 
haft; besser ist es, nach der Spaltung mit der entsprechenden Menge Wasse: 
zu verdiinnen. Die so gewonnene Fraktion B enthalt keine Lipase mehr. 
die Fraktion A noch minimale Mengen. Wir dachten anfangs, daB man 
die beiden Fraktionen ganz von Lipase befreien kénnte, wenn diese Mani- 
pulation tadellos ausgeftihrt wiirde; das war aber in Wirklichkeit niemals 
der Fall. Spater werden wir nochmals darauf zuriickkommen. Resultat« 
wie die in der Tabelle I und besonders die mit der Kaninchenmagenlipase 
gehéren zu den Seltenheiten. Gewdéhnlich enthalt die Fraktion A noch 
30 bis 35°% Lipase, waihrend Fraktion B sehr leicht fermentfrei wird. Das 
zugesetzte Chinin befindet sich in der Fraktion A, B enthalt es nur in 
geringem Mabe. 


Ill. Entfaitet diese Lipase sogleich nach der Mischung der beiden Fraktionen 
ihre volle Wirkung? 

Obgleich die beiden Fraktionen der Magenlipase nicht ganz inaktiv 
gewonnen werden kénnen, sind sie doch nur noch sehr schwach wirksam 
und manchmal praktisch wirkungslos. Nach der Mischung zeigen sie 
aber ihre anfingliche Wirkungskraft wieder, wie wir eben erwahnt 
haben. Diese Verhaltnisse ahneln sehr denen bei Trypsinogen und 
Enterokinase. Auch mit denen beim Komplement haben sie groBe 
Abnlichkeit. Die Mittel- oder Endfraktion desselben ist als solche fast 
wirkungslos. Wenn man sie aber vermischt, so kommt die Komplement- 
wirkung plétzlich wieder zutage. Wahrend das letztere seine Wirkung 
sofort nach der Mischung entfalten kann, tritt die Aktivierung bei 
dem System Trypsinogen—Enterokinase so langsam und allmahlich 
ein, da mehrere Forscher fiir die Enterokinase auch Fermentnatur 
angenommen haben, bis kiirzlich Waldschmidt-Leitz diese Erscheinung 
mit der adsorptiven Umwandlung des Trypsinogens erklirte. Bei der 
Lipase tritt diese Verstiirkung der Wirkung, wie beim Komplement. 
sofort nach der Mischung der beiden Fraktionen auf. 


IV. Quantitative Verhiltnisse beider Fraktionen. 


Wir haben auf eine groBe Ahnlichkeit zwischen den beiden Frak 
tionen der Lipase und denen des Komplements in bezug auf die Zeit- 
dauer der Aktivierung hingewiesen. Nun wollen wir sehen, ob die 
Lipase und das Komplement auch in bezug auf das Verhiltnis der 
Fermentmengen in den beiden Fraktionen in nahen Beziehungen 
stehen. Vom Komplement ist schon bekannt, daB Mittel- und 
Endfraktion in aquivalenter Menge ihre stirkste Wirkung zeigen. Es 
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vird aber allgemein angenommen, daB ein Mehrzusatz einer Fraktion 
lie Komplementwirkung noch etwas steigern kann. Bei der Lipase 
dagegen findet man diese Erscheinung nicht, wie aus den folgenden 
beiden Tabellen zu erkennen ist. 


Tabelle Il. 





Kaninchenmagenlipase. px 5.50. 
N Fraktion A Fraktion B Lipase (k) 
ecm ecm 
1 1.0 02 0,005 88 
2 1.0 0,4 0,007 04 
3 1.0 0.6 0,007 76 
4 1,0 1.0 0,008 94 
5 0.8 0.6 0,007 89 
6 2.0 02 0,005 45 


In der Tabelle I] wird die lipatische Wirkung allmihlich gréBer, 
je mehr man von der Fraktion B hinzusetzt, wenn man eine bestimmte 
Menge der Fraktion A anwendet (Nr. 1 bis 4). Aus Nr. 3 und 5 ist zu 
ersehen, daB verschiedene Mengen an A keine Bedeutung fiir das ‘ 
fesultat haben, wenn die gleiche Menge B angewandt wird. Da sich 
aber in Fraktion A sehr kleine Mengen vollstandiger Lipase befinden, 
so sollte man erwarten, daB die lipatische Wirkung in Nr. 6 etwas 
gréBer sein wird als in Nr. 1, weil in Nr. 6 eine doppelt so groBe 
Menge A verwendet wird als in Nr. 1. Aber das ist nicht der Fall. 
Da die Fraktion A viel Chinin enthalt, so kann die Chininhemmung 
in Nr. 6 etwas stirker sein als in Nr. 1. Wenigstens hat der Mehrzusatz 
der Fraktion A keine Erhéhung der Wirkung zur Folge, wie man auch in 
der Tabelle III (Nr. 5 und 6) sieht. Man kann also kurz sagen, daB die 
Fraktionen A und B in aquivalenter Menge ihre starkste Wirkung ent- 
falten; Mehrzusatz von einer Fraktion bringt keine Verstirkung der 
Wirkung wie beim Komplement hervor. ’ 


Tabelle III. 





Kaninchenmagenlipase. px 6.74. 
‘ Fraktion A Fraktion B Lipase ( 
ecm eem 
1 1.0 0.2 0,004 22 
S 1.0 0.4 0,004 96 
3 1.0 0.6 0.007 08 
4 1.0 O08 0.097 93 
5 1,0 1,0 0,009 89 
6 20 1.0 0,009 89 
7 1.0 20 0.009 92 
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V. Die Hitzebestindigkeit der beiden Fraktionen der Lipase. 

Alle Fermente sind gegen Hitze sehr empfindlich. Auch bei unseren 
Fall kann man mit Recht vermuten, daB die beiden Komponenten de: 
Magenlipase, die an und fiir sich unwirksam sind, durch Hitze geschadigt 
werden kénnen. Wird gewéhnliche Magenlipase 30 Minuten lang in 
Wasserbad auf 48° C erwirmt, so tritt keine nennenswerte Schiadigung 
auf. Bei den getrennten Komponenten ist die Schadigung viel gréBer 
Auch die Anwesenheit des Chinins kann daran mitschuldig sein. In de: 
Tabelle IV kann man erkennen, daB aus den so erwirmten Fraktionen 
eine etwa 44 °., schwachere Lipase gebildet wird (Nr. 7) als aus den nicht 
erwarmten Komponenten (Nr. 3). Wird aber die eine Fraktion erwarmt 
und die andere nicht, so bilden sie eine etwas weniger geschiidigte 
Lipase (22°,), wie man in Nr. 4 und 5 sieht. Auch in der Tabelle V 
sind sehr ahnliche Verhaltnisse angegeben. Es ist jedoch nicht unser 
Ziel, diesen Einzelfall genau zu studieren. Jedenfalls iibt auch das bei 
gemischte Chinin einen groBen EinfluB aus. Wenn die Fraktionen 
30 Minuten lang auf 60°C erwarmt werden, so zeigt die entstandene 


Lipase ganz minimale Wirkung. Nach noch lingerer oder héherer 


Erwarmung kann man natiirlich die Fermentwirkung nicht mehr 
feststellen. 
Tabelle IV. 


Die Lipasebildung aus den partiell inaktivierten Fraktionen. 





30 Minuten erwiirmt 


Nicht erwa 7 ; j 
icht erwarmt im Wasserbad von 48° ( 





Nr. —_—__—___— ——__—__-—— - Lipase (k) 
Fraktion A Fraktion B Fraktion A Fraktion B 
ecm cem ecm cem 
1 0.5 — _ etwa 0,001 00 
2 0.5 -— - 0 
3 0.5 0,5 -- — 0,009 75 
4 0.5 — 05 0,007 74 
5 = 0.5 0,5 0,007 62 
6 us _ 0.5 - etwa 0,009 50 
7 = 0.5 0.5 0.005 47 


Tabelle V. 
Die Lipasebildung aus den partiell inaktivierten Fraktioner. 





15 Minuten erwiirmt 


Nicht erwarmt im Wasserbad von 51° C 





Nr Poceriesimeeayentainiansingioniiasssinsean - . Lipase (k) 
Fraktion A Fraktion B Fraktion A Fraktion B 
ecm ecm ecm ecm 
1 0,5 -= -- _ 0,001 70 
2 — 0.5 — — etwa 0,000 30 
3 0.5 0,5 -— — 0,009 44 
4 - - 0,5 0,5 0,004 92 
5 0,5 — ~ 1,0 0,010 22 
6 — 0,5 1,0 — 0,009 54 
7 0,5 -- — 0,5 0.008 44 


elm 
ma 
giil 


sch 


Au 


Li 











eren 
1 der 
idigt 
y im 
yung 
Ber 
1 der 
onen 
richt 
irmt 
ligte 
le V 
inser 
bei- 
onen 
dene 
lerer 
nehr 


we re te Pe OS SS 








Lipase. V1. 311 


Aus diesen Tatsachen ergibt sich, da die Hitzeinaktivierung der 
einen Komponente schon ausreicht, um die Lipase unwirksam zu 
machen. Ob es sich dabei um Fraktionen A oder B handelt, ist gleich- 
giltig. Man mu8 also annehmen, da die beiden Fraktionen aus organi- 
schen Substanzen bestehen, die gegen Hitze sehr empfindlich sind. 


VI. Die Aufbewahrung der beiden Fraktionen. 

Es ist selbstverstandlich, daB sich die Wirksamkeit der Ferment- 
lésung im allgemeinen mit der Zeit vermindert. Wenn man diese Er- 
scheinung etwas genauer untersucht, so sieht man, daB Faulnis und 
Zersetzung der organischen Substanzen dabei eine groBe Rolle spielen. 
Wahrend der Aufbewahrung der Serumlipase wird z. B. das Euglobulin, 
welches durch Salzzusatz oder auf andere Weise sehr leicht nieder- 
geschlagen werden kann, nach einiger Zeit ausfallen, ohne daB die 
Fermentwirkung deswegen verloren geht. Wir haben schon in der 
vorhergehenden Arbeit gezeigt, daB das Euglobulin mit der Lipase 
nichts zu tun hat. Nach einigen weiteren Tagen werden sich die Eiweib- 
stoffe, die zu der Lipase in engen Beziehungen stehen, zersetzen oder 
niederschlagen, dabei ist die Abschwachung der Fermentwirkung sehr 
deutlich. Wahrend der Aufbewahrung der beiden Fraktionen A und B 
priften wir, ob wir irgendein abnormes Verhalten nachweisen kénnten 
Zunichst haben wir die folgenden drei Fermentpriparate bereitet und 
in der Kalte aufbewahrt: 

1. Magenlipase von Kaninchen. _ ' 

2. Dieselbe Lésung mit Zusatz von Chininum hydrochloricum. 

3. Die Lésung 2 wird fraktioniert wie gewéhnlich. Die beiden 
Fraktionen A und B werden fiir sich aufbewahrt und bei der 
Lipasebestimmung die entsprechenden Mengen vermischt. 

Diese drei Lésungen miissen in entsprechenden Volumina die 
gleiche Menge Lipase enthalten. Die Magenlipase des Kaninchens 
kann zwar durch Chininzusatz stark gehemmt werden, doch wird diese 
Hemmung in saurem Medium geringer und ist besonders bei py 5,45 
praktisch nicht bemerkbar, wie auch Tabelle VI zeigt. 


Tabelle VI. 


Die Abschwiichung der lipatischen Wirkung waihrend der Aufbewahrung. 





PH 5,45. 
SL... 
Tage der 
Aufbewahrung: 1 2 3 4 12 14 19 «21 32 36-400 48 48 52 6 
Lésung 1. . |'881/870; — | — |571' — 427) —|—|— | - —|— 
ao 881 775 671/543' 488 401| — 443 


874 894 778/692 537 511 493/462' 543/913 817| 642/591 671 477 
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Tabelle VII. 


Die Abschwachung der lipatischen Wirkung wahrend der Aufbewahrung 





Pu = 5,82. 
Tage der 
Aufbewahrung: 1 3 s 10 13 19 21 28 31 36 39 44 
Losung1. . 981 972 962 956 898 | 770| 684 523 330/253 260° - 
» 2. . 882) 776 674 729 641 | 653 | 627 647 540 | 507 | 531 | 590 
of ae 924 884 831 924 820 851 | 814 894 899 796 | 889 | 946 


(Die Bestimmungen wurden bei Zimmertemperatur von 20 bis 21°C 
ausgefiihrt.) 


In den obenstehenden Tabellen verliert selbstverstandlich die 
erste Lésung allmahlich ihre lipatische Wirkung. Es ist aber auffallend. 
daB die dritte Lésung immer stirker wirksam ist als die zweite (der 
erste Tag bildet eine Ausnahme), obwohl beide die gleiche Menge Chinin 
enthalten. Noch auffallender ist die Tatsache, daB die Lipasewirkung 
der dritten Lésung 5 bis 6 Wochen nach der Bereitung nochmals an- 
wachst, zu einer Zeit, wo sie in der gew6hnlichen Lésung schon deutlich 
abgeschwacht war. Zwar scheint dieses Anwachsen der Lipasewirkung 
nicht lange anzuhalten, doch haben wir nicht geahnt, daB die Ferment - 
lésung noch 40 oder 50 Tage nach der Bereitung, und zwar mit dem 
Gift zusammen, so wirksam bleiben kann. Wie man diese Erscheinung 
erklaren soll, mag noch dahingestellt bleiben. Aber fiir die Hervorrufung 
dieser seltsamen. Erscheinung mu8 die getrennte Aufbewahrung der 
beiden Fraktionen A und B sehr wichtig sein, da man mit dem Chinin- 
zusatz allein die Verhaltnisse nicht vollstandig erklaren kann (siehe 
Lésung 2). 

Der Chininzusatz allein oder die isolierte Aufbewahrung der beiden 
Fraktionen verhindert oder verzégert die Fiulnis gar nicht. Man 
kann den schlechten Geruch (Faulnis) oder die deutliche Triibung der 
Fermentlésung einige Tage nach ihrer Bereitung wahrnehmen, und doch 
hat die Lipase die in den Tabellen angegebene Wirkung. 


VIL. Die fraktionierte Spaltung der gereinigten Magenlipase oder Pankreas- 
lipase. 


Wir haben geglaubt, daB unsere Spaltungsmethode nur bei der 
Magenlipase anwendbar ist, und zwar wenn das Eiwei} in zwei bestimmte 
Fraktionen gespalten wurde. Da die gereinigte Magenlipase nur eine 
sehr geringe EiweiBmenge enthalt, kann man ohne weiteres nicht sagen. 
ob sie auch in zwei unwirksame Bestandteile gespalten werden kann 
Bei vorsichtiger Ausfiihrung ist uns dies aber genau wie mit der un- 
gereinigten Magenlipase gelungen. 
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Wir haben schon in unserer ersten und vierten Mitteilung gezeigt, 
daB die Begleitstoffe der Magen- und der Pankreaslipase viel leichter 
entfernt werden kénnen als die der Leberlipase. Man kann auch sagen, 
daB die Verbindung bei den beiden ersteren lockerer ist als bei der 
letzten. Und doch ist die fraktionierte Spaltung bei der Pankreas- 
lipase unvollstandig. Der Grund liegt vielleicht darin, dafi die Pankreas- 
lipase eine zu geringe EiweiBmenge enthalt. Wir setzten dieser Lipsae 
Globulin zu, welches nach der Liefmannschen Methode aus Magen- oder 
Leberlipase isoliert wurde. Da das so gewonnene Globulin gar keine 
Lipase enthalt, haben wir in der vorigen Mitteilung erwahnt. Diese 
relativ eiweiBreiche Pankreaslipaselésung wird mit Chinin vermischt, 
1 oder 2 Stunden stehengelassen; dann ist die Fraktionierung ge- 
wohnlich vollstandig. Ob es sich um Pankreaslipase aus frischem 
Pankreassaft oder nur aus getrocknetem Pankreaspulver eluiertes 
Ferment handelt, ist ganz gleichgiiltig. 

Wir méchten hier noch einige sehr interessante Beispiele beschreiben. 
Fraktion A der Pankreaslipase wird durch Zusatz von B stark akti- 
viert; das ist selbstverstandlich. Aber an Stelle der Fraktion B aus 
Pankreaslipase kann man auch die aus Magenlipase anwenden, um die 
Fraktion A der Pankreaslipase zu aktivieren. Ahnlich liegen die Ver- 
haltnisse bei gleichen Organlipasen verschiedener Tierarten. Z. B. die 
Fraktion A der Kaninchenmagenlipase wird mit Fraktion B der Schweine- 
magenlipase aktiviert, und auch umgekehrt. Diese Tatsache kann 
man aus den folgenden Tabellen entnehmen. 

VIII. Versuche iiber die spezifischen Eigenschaften der verschiedenen Organ- 
lipasen. 

Wir glauben, die Pankreas- und die Magenlipase in zwei fiir sich 
fast unwirksame Fraktionen gespalten zu haben. Es ist schon bekannt, 
daB die verschiedenen Organlipasen spezifische Eigenschaften haben. 
Eine Organlipase kann niemals mit der anderen verwechselt werden. 
Aber in dem letzten Kapitel haben wir gezeigt, daB die Fraktion A der 
Magenlipase z. B. auch mit der Fraktion B der Pankreaslipase eine 
sehr wirksame Lipase bilden kann. Es ist nun eine interessante Auf- 
gabe, zu bestimmen, ob diese neugebildete Lipase die EFigenschaft der 
Magen- oder der Pankreaslipase besitzt. 


a) Die Empfindlichkeit der Lipase gegen das Chinin. 
Zunichst haben wir die chininrefraktare Schweinemagenlipase! 
und die chininempfindliche Kaninchenmagenlipase nach unserer Methode 
in die beiden Fraktionen gespalten. Die Fraktion A der einen wird 


1 Diese Zeitschr. 193, 39, 1928. 
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mit der Fraktion B der anderen Magenlipase vermischt. Nimmt mai 
die Fraktion A der Kaninchenmagenlipase, so ist das neugebildet: 
Ferment immer empfindlich gegen Chinin. Und umgekehrt, wem 
man die Fraktion A der Schweinemagenlipase nimmt, so ist es véllig 
refraktar (in der Tabelle ist die Wirkung sogar etwas griBer, da dix 
urspriingliche Schweinemagenlipase durch Chinin leicht aktiviert 
werden kann, wie aus der Tabelle zu erkennen ist). Ob man die Frak 
tion B aus Schweine- oder Kanincheamagen- oder Pankreaslipas: 
hinzufiigt, ist ganz gleichgiltig. Man kann also schlieBen, daB de 
Angriffspunkt des Chinins bei der Vergiftung in der Fraktion A zu 
suchen ist, welche nur eine Komponente der Lipase darstellt. 


Tabelle VIII. 





Vorversuch. py 7,14. 
Kaninchenmagenlipase 05cem. ........ 0,009 48 
i 05+ Chinin 10mg... 0,007 42 (22% gehemmt 
Schweinemagenlipase 0,6 ......2.... 0,010 97 
‘ 06+ Chinn 10mg... 0.01121 (2% aktiviert) 


Tabelle IX. 


Hauptversuch. py = 7,14. 





Fraktion A Fraktion B Chinin 
Lipase (k) 

ecm cem ng 

Schweinemagen 0,7 | Kaniachenmagen 0,6 — 0,010 16 
0,7 " 0,6 5 01048 (3% aktiviert) 

Kaninchenmagen 0,6  Schweinemagen 0,7 —— 0,007 22 

> 0,6 . 0,7 5 0,005 84 (18% gehemmt) 
Schweinemagen 0,7 | Schweinemagen 0,7 -- 0,010 05 

. 0.7 93 0,7 5 0,010 15 
Kaninchenmagen 0.6 | Kaninchenmagen 0,6 —_ 0,008 46 

= 0.6 | a 0.6 5 0,006 69 (23°% gehemmt) 


Diese Tatsache kénnen wir auch auf andere Weise nachweisen. 
In der dritten Mitteilung haben wir gezeigt, daB die mit Chinin einma] 
vergiftete Lipase in ihrer urspriinglichen Wirksamkeit nicht wieder 
hergestellt werden kann, obwohl das Gift durch die Dialyse fast voll- 
stindig entfernt wird. Die Fraktion A verhalt sich ganz gleich. 
Andererseits kann man aus der B-Lésung durch Zusatz von viel 
Chinin mehrmals neue Niederschlige bekommen (zweiter, dritter und 
vierter Niederschlag). Der vierte Niederschlag muS mit ungeheuren 
Mengen Chinin vergiftet sein. Aber wie aus der Tabelle X zu sehen ist. 
vermindert sich die Lipasewirkung nicht sehr. Die geringe Abnahme 
derselben mu8 durch die wiederholte Manipulation bedingt sein. Lage 





lie 


vol 


vel 


lip 
sic 
er 
zu 
ers 
de 
ch 
Li 
ch 
wi 
ur 
mi 


de 








mal 
Idet: 
wen 


VOllig 


a dik 
iviert 
Frak 
ipase 
} der 
A Zu 


mmt 


lert) 


ert) 


nimt) 


nmt) 


sen. 
mal 
-der 
roll- 
ich. 
viel 
und 
iren 
ist. 
ume 


age 





Lipase. VI. 315 


die Ursache der Chininhemmung in der Fraktion B, so miiBte die Lipase 
vollstandig unwirksam sein, weil sie mehrmals mit groBen Mengen 
vergiftet war. Darauf kommen wir spater nochmals zuriick. 


Tabelle X. 





Lipase (k) 


Fraktion A 0.5ecm | erste Fraktion B 0.5 ccm 0.009 43 


AQS ,. zweite Pe BO5 , 0,009 32 
AOS , dritte m BO5 , 0.008 41 
A@QS . vierte Z up '. 0,007 74 


b) Atoxylhemmung. 

Gyotoku hat in der vierten Mitteilung angegeben, daB die Magen- 
lipase des Meerschweinchens gegen Atoxyl sehr empfindlich ist, obwoh] 
sich das entsprechende Ferment bei den anderen Tierarten ganz un- 
empfindlich zeigt. Dariiber, ob diese Eigenschaft auch in der Fraktion A 
zu suchen ist, la8t sich von vornherein nichts sagen. Aus der Tabelle X1] 
ergibt sich, daB dies wirklich der Fall ist. Wenn man die Fraktion A 
der Magenlipase des Meerschweinchens mit der Eraktion B der Kanin.- 
chen- oder Schweinemagenlipase vermischt, so ist die neu gebildete 
Lipase stark atoxylempfindlich. Aber wenn die Fraktion A der Kanin- 
chenmagenlipase mit der Fraktion B von anderen Tierarten vermischt 
wird, so ist die Lipase ganz refraktar gegen dasselbe Gift; ob es sich 
um die Fraktion B aus dem Kaninchen- oder aus dem Meerschweinchen- 
magen handelt, ist dahei ganz gleichgiiltig. Nur ausnahmsweise bilden A 
der Schweinemagenlipase und B des Meerschweinchens eine stark 


Tabelle XI. 


Mischungsversuche mit Fraktionen aus verschiedenen Magenlipasen. 








Fraktion A Fraktion B Atoxyl I 

pa cem ecm mg = v7 

10 Meerschweinchen 1,9 Kaninchen 1,0 ~~ 0,006 63 
ty 1.0 " 1.0 0.25 0,002 71 
5 99 Kaninchen 1,0 Meerschweinchen 1,0 -- 0,010 16 
ee . 1,0 : 1,0 0,25 0,010 11 
7.10 Meerschweinchen 1,0 Kaninchen 1,0 — 0,008 87 
. ‘a 1,0 . 1.0 0,25 0,003 82 
7.10 Kaninchen 1,0 Meerschweinchen 1,0 — 0,010 42 
_ . 1,0 » 10 0,25 0,010 42 
7.10 Meerschweinchen 1,0 Schwein 0,8 - 0,007 88 
; - 1,0 x 0,8 0,25 0,003 41 
7.10 Schwein 0.8 Meerschweinchen 0,8 0,007 90 
" re 0.8 . 0.25 0,003 36 
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atoxylempfindliche Lipase. Der Grund dafiir liegt vielleicht dari 
daB die Schweinemagenlipase durch Atoxyl und Chinin zusamme: 
deutlich gehemmt wird, obwohl sie durch Atoxyl] allein fast un 
geschadigt bleibt. 

c) Na-Fluoridvergiftung. 

Wir haben in unserer vierten Mitteilung genaue Angaben iibe: 
die NaF-Vergiftung gemacht. Obgleich die Magenlipase vieler Tie: 
arten fast unempfindlich gegen das Gift ist, gibt es natiirlich doch 
einige Ausnahmen. Eine kleine Menge NaF (0,2 mg) reicht schon 
um die Magenlipase des Meerschweinchens fast vollstandig unwirksan, 
zu machen. Auch die Schweinemagenlipase ist empfindlicher als dic 
der anderen Tierarten. Wir werden sehen, ob diese Eigenschaft auch 
in der Fraktion A zu suchen ist. Die Versuchsanordnung ist ganz dic 
gleiche wie bisher. Die Tabelle XII zeigt, daB diese spezifische Eigen- 
schaft nur durch die Fraktion A verursacht wird. Die Fraktion B hat 
keine spezifische Wirkung; sie ist aber unentbehrlich, um mit der anderen 
Fraktion eine kraftige Lipase zu bilden. 


Tabelle XII. 





Pa >= 5,81. 

Fraktion A Fraktion B NaF Lipase (&) 

ecm eem 
Meerschweinchen 0,8 Kaninchen 0,8 — 0,007 74 
" 0,8. a 0,8 0,2 0,002 25 
Kaninchen 0.8. Meerschweinchen 0,8 —- 0,009 66 
* 0,8 m 0.8 0.2 0.009 66 
Schwein 0,7 Kaninchen 0,7 ~~ 0,007 78 
= 0.7 ” 0,7 0,2 0,005 21 
‘s 0.7 Schwein 0,7 o- 0,005 42 
ee 0.7 “ 0.7 0,2 0.003 63 


d) Uber die Lage des Optimums. 


Wie wir in unserer ersten Mitteilung! erwahnt haben, liegt das 
Optimum der Kaninchenmagenlipase im sauren Bereich, wihrend es 
beim Schwein gewoéhnlich im alkalischen Bereich liegt. Nun ist es eine 
sehr interessante Aufgabe zu bestimmen, wo das Optimum der Lipase 
liegt, die durch die Mischung der beiden Fraktionen von verschiedenen 
Tieren neu gebildet ist. Man mu8 aber darauf achten, daB das Chinin 
bei pu = 5,5 bis 5,7 keine hemmende Wirkung auf die Lipase ausiibt 
wahrend es im alkalischen Medium stark giftig wirkt. 

Das Optimum unserer Schweinemagenlipase liegt bei pg = 7.4 
(Tabelle XV), und das der Kaninchenmagenlipase in der Nahe von 


! Diese Zeitschr. 198, 18, 1928. 
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pu = 6,0, wie gewohnlich. Aus den Tabellen XIIT und XIV sieht man, 
daB die Fraktion A fiir die Lage des Optimums ausschlaggebend ist. 
Wenn man also die Fraktion A der Kaninchenmagenlipase verwendet, 
so wirkt die Lipase am starksten im sauren Medium. Nimmt man 
umgekehrt die Fraktion A der Schweinemagenlipase, so liegt der optimale 
Punkt immer im alkalischen Bereich, gleichgiiltig, ob sie mit der Frak- 
tion B vom Kaninchen oder vom Schwein vermischt wird. Auch die 
Fraktion B der Pankreaslipase kann dazu verwendet werden, und 
auch dann noch ist die Lage des Optimums der so gewonnenen Lipase 
abhangig von der Art der gebrauchten Fraktion A; wenn namlich 
Fraktion A aus Kaninchenmagenlipase gebraucht wird, so liegt das 
Optimum immer bei py = 6,0, auch wenn sie mit B aus Pankreas- 
lipase vermischt wird. 


Tabelle XIII. 


Optimum der Lipase, welche aus Fraktion A der Kaninchenmagenlipase und 
Fraktion B der Schweinemagenlipase gebildet wird. 





pu Lipasewirkung (k) pu Lipasewirkung (k) 
4,80 0,016 65 7,14 -0,009 84 
5,79 0,021 68 7,59 0,007 63 
6,43 0,017 58 


Tabelle XIV. 


Optimum der Lipase aus Fraktion A der Schweinemagenlipase und 
Fraktion B der Kaninchenmagenlipase. 





Pu | Lipasewirkung (k) pu Lipesowtskeung (k) 
4,81 0,006 31 7,14 0,016 40 
5,79 | 0,007 94 7,59 0,017 53 
6,43 0,010 15 


Tabelle XV. 


Optimum der urspriinglichen Schweinemagenlipase. 





Pu Lipasewirkung (k) pu Lipasewirkung (k) 
5,79 0,006 69 7,14 0,010 97 
6,41 0,007 70 7,59 0,012 05 


Aus den oben erwahnten Versuchen geht hervor, daB die ver- 
schiedenen spezifischen Eigenschaften der Magenlipase oder der Pan- 
kreaslipase in der Fraktion A zu suchen sind. Die Fraktion B hat dabei 
keine groBe Bedeutung, obwohl sie unentbehrlich ist, um mit der 
anderen Fraktion die arbeitsfertige Lipase aufzubauen. 
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Es besteht die Theorie, daB die Fermente allgemein aus mehreren 
wichtigen Komponenten bestehen; wenn man diese Komponenten 
trennen kénnte, so wiirden sie véllig unwirksam. Man kann sagen, dal} 
die Reinigungsmethoden der Fermente nichts anderes als Methoden 
zur Trennung dieser Komponenten sind. Auch unsere Trennungs- 
methode bestatigt uns diese alte Annahme. 

Umeda’ hat angegeben, da Phosphatpuffer die Lipase deutlich 
aktiviert. Das ist aber abzulehnen; es handelt sich dabei nur um Regelung 
der (H’). Rosenheim? fand in Pankreas-Glycerinextrakt ein thermostabiles, 
dialysables Coferment, das beim Verdiinnen mit Wasser in Lésung bleibt, 
wahrend das Ferment selbst in den Niederschlag geht. Nach Pekelharing* 
soll es aber nichts anderes als Kalksalz sein. Wir wissen nicht, ob es seithe: 
jemandem gelungen ist, die Lipase in zwei oder mehrere unwirksame Kom- 
ponenten zu spalten und aus diesen Komponenten wiederum eine wirksame 
Lipase zu bilden. 

Als es uns das erste Mal gelang, die Magenlipase durch die ent- 
sprechende Menge Chinin in zwei Fraktionen zu spalten und aus diesen 
Komponenten wiederum eine wirksame Lipase zu bilden, hatten die 
beiden Komponenten noch ganz schwache lipatische Wirkung. Wir 
dachten damals, unsere Arbeit sei noch nicht exakt genug und man 
kénnte bei tadelloser Ausfiihrung der Trennung ganz unwirksame 
Fraktionen bekommen. In zahlreichen spiteren Versuchen ist uns 
dies aber nie gelungen. Die Fraktion B kann ja sehr leicht unwirksam 
werden, doch bleibt die andere Fraktion immer, wenn auch in sehr 
geringem Mabe, wirksam. Ferner sind die verschiedenen spezifischen 
Eigenschaften der betreffenden Lipasen in der Fraktion A zu suchen, wie 
wir wiederholt erwahnt haben. Mit anderen Worten, die Fraktion B 
ist nichts anderes als ein Aktivator im weiteren Sinne, welcher ganz 
schwach wirksame Lipase (in Fraktion A) zu starker Wirksamkeit 
bringen kann. Die Bindung der beiden Fraktionen ist reversibel, da 
die neugebildete Lipase durch Wiederholung unserer Trennung sehr 
leicht in unwirksame Bestandteile getrennt werden kann. 


Zusammenfassung. 


1. Es ist uns gelungen, die Magen- und Pankreaslipase durch 
Chininzusatz in zwei fiir sich unwirksame oder sehr schwach wirksame 
Bestandteile zu trennen, die vereinigt eine starke Wirkung entfalten. 


2. Die Wiederherstellung der Lipasewirkung tritt sofort nach der 
Mischung der beiden Bestandteile auf. Dieser Vorgang ist von anderer 


1 Umeda, Biochem. Journ. 9, 1915; zitiert nach Oppenheimer, Die 
Fermente und ihre Wirkungen 1924/26, S. 475. 

2 Rosenheim, Journ. of physiol. 40, 1910. 

3 Pekelharing, Zeitschr. f. physiol. Chem. 81, 1812. 
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Art als die Aktivierung des Trypsinogens durch die Enterokinase, die 
allmahlich mit der Zeit vor sich geht. 

3. Die beiden Bestandteile sind empfindlich gegen Hitze. Wenn 
man also den einen oder beide durch Erhitzen inaktiviert, so kommt 
die deutliche Verstaérkung der Lipasewirkung bei der Mischung nicht 
zustande. ‘ 

4. Die beiden Bestandteile verbinden sich in genau konstanten 
Verhaltnissen. Werden die beiden Fraktionen in verschiedenen Mengen 
gemischt, so tritt die Fermentwirkung immer so auf, als hatte man 
die kleinere Menge mit der entsprechenden Menge der anderen Fraktion 
gemischt. Der Uberschu8 an der einen Fraktion bleibt also unwirksam. 

5. Wenn die beiden Fraktionen getrennt aufbewahrt werden, so 
sind sie viel haltbarer als die nicht gespaltene native Fermentlésung. 
Es ist sehr auffallend, daB die Lipasewirkung ungefahr 40 Tage nach 
der Fraktionierung nochmals bis zur Anfangshéhe oder sogar noch 
etwas héher steigt, wenn man die beiden Bestandteile getrennt auf- 
bewahrt. 

6. Die Magenlipase ist je nach der Tierart chininempfindlich oder 
-refraktir. Die Magenlipase des Kaninchens gehért zur ersteren 
Kategorie und die des Schweines zur letzteren. Diese spezifische Eigen- 
schaft ist in der Fraktion A zu suchen, wahrend Fraktion B dafiir keine 
Rolle spielt. Wenn man also die Fraktion A der Kaninchen- mit der 
Fraktion B der Schweinemagenlipase vermischt, so bekommt man 
immer die chininempfindliche Lipase. Umgekehrt, wenn die Fraktion A 
der Schweine- mit Fraktion B der Kaninchenmagenlipase vermischt 
wird, so ist die entstandene Lipase immer chininrefraktar. 

7. Die Hemmung der Lipase durch Atoxyl- oder Na F-Zusatz 
zeigt ganz die gleichen Verhaltnisse. 

8. Auch die Lage des Optimums der Lipase ist abhangig von der 
Fraktion A. Wenn die Fraktion A der Kaninchenmagenlipase mit 
Fraktion B aus Schweinemagen- oder sogar aus Pankreaslipase ver- 
mischt wird, so bekommt man die Lipase mit saurem Optimum; 
ob dabei die Fraktion B der Schweinemagen- oder der Kaninchenmagen- 
lipase verwendet wird, ist gleichgiiltig. 

9. Aus diesen Tatsachen glauben die Verfasser entnehmen zu 
diirfen, daB die Fraktion A eine fertige Lipase darstellt, obwohl ihre 
Wirkung sehr geringfiigig ist, und daB die Fraktion B eine Art Aktivator 
im weiteren Sinne ist. 

Es ist unsere angenehme Pflicht, an dieser Stelle Herrn Prof. 


R. Inada fiir seine warmherzige Leitung unseren verbindlichsten Dank 
auszusprechen. 


21* 











Labilitatsinderung 
von Versuchstieren bei verschiedener Ernaihrung. I. 


Von 
S. Lee. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium des Severance Union Medica! 
College zu Seoul, Korea.) 


(Eingegangen am 16. Oktober 1929.) 
Mit 6 Abbildungen im Text. 


Es ist zu erwarten, da Versuchstiere Labilitat gegen auBere 
Faktoren bei Ernaihrung mit verschiedenen Futterarten zeigen, je 
nachdem in diesen Kationen oder Anionen iiberwiegen. Abderhalden 
und Wertheimer haben bereits nachgewiesen, da basiseh oder sauer 
ernahrte Versuchstiere sich gegen Adrenalin und Insulin verschieden 
verhalten. 

Wir haben Untersuchungen dariiber angestellt, ob sich die Labilitat 
der Versuchstiere bei verschiedener Ernahrung andert und welchen 
EinfluB sie auf den Stoffwechsel ausiibt. 


Einwirkung der Erndhrung auf die Mobilisierung des Leberglykogens. 


Wir haben zu den Untersuchungen immer weif’e Kaninchen be- 
nutzt, deren Kérpergewicht 1,0 bis 2,0kg betrug. Die Versuchs- 
kaninchen wurden mit der Kontrolle in drei Gruppen, bestehend aus 
je zwei Tieren, geteilt und die erste Gruppe mit schwarzen Sojabohnen, 
die relativ reich an Stickstoff und Fett sind, die zweite Gruppe mit 
Hafer und etwas Weizen gefiittert; den erwihnten beiden Gruppen 
von Tieren wurde zeitweise Leitungswasser zum Trinken gereicht, 
und die dritte Gruppe wurde mit frischem griinen Salat und Riiben 
gefiittert. Die Fiitterungsdauer betrug 8 bis 12 Tage, und im Laufe 
dieser Zeit beobachteten wir keine duBerlichen kérperlichen Ver- 
anderungen. Vor der Versuchszeit haben wir die Versuchskaninchen 
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ungefahr 15 Stunden lang hungern lassen, dann in einen Kafig gesetzt, 
worin sie sich nicht freiwillig bewegen konnten. 


Beim ersten Versuch haben wir Adrenalin (Comar & Cie., Paris), 
0,1 cem pro Kilogramm Kérpergewicht, subkutan injiziert, in der Zeit 
von je 30 Minuten aus der Ohrvene die Blutentnahmen gemacht und 
dann sofort nach Hagedorn-Jensen den Blutzucker bestimmt. 


Die Blutzuckerspiegel der verschiedenen Gruppen sind aus 
folgenden Kurven ersichtlich. Die mit Sojabohnen ernahrte Gruppe 
zeigt eine maBige Blutzucker- 
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Abb. 1. Abb. 2. 


Der an Anionen reiche Hafer macht also die Glykogenmobilisierung 
bei Adrenalingabe (Abderhalden und Wertheimer) labil. Die Steigerung 
der H-Ionenkonzentration hat zunehmende Hyperglykamie zur Folge. 


Sodann haben wir mit griinem Futter 
ernahrte Kaninchen untersucht; sie zeigen 
gegen Adrenalin, im Gegensatz zu den Hafer- 
kaninchen, keine Labilitét, wie Abb. 3 
dartut. 


Blutzucker in % 
> 
Ss 











Hierzu méchten wir einige Bemerkungen 009 
machen. Die Versuchskaninchen, die wir OF 0 ier 
fiir die Experimente gebraucht haben, er- Zeit in min 


nahrten wir wechselseitig, die der ersten Abb. 3. 
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Gruppe wie die der zweiten und wie die der dritten Gruppe. Manch- 
mal wurden auch die Kaninchen in jeder Gruppe durch neue er- 
setzt. Die Labilitat anderte sich dabei nicht merklich. 


AuBer dem Inkretstoff Adrenalin haben wir Ephedrin, ein chine- 


sisches Arzneimittelpraparat (Alkaloid aus Ephedra vulgaris), ver- 
wendet. 


Diese Substanz zeigt eine pharmakologische Wirkung fast wie 
die des Adrenalins. Vom Ephedrin (4 °,,ige Lésung der Firma Sankyo, 
Japan) wurde 0,lccm pro Kilogramm Kérpergewicht subkutan in- 
jiziert. Wie vorher wurde dann der Blutzucker bestimmt. 


Man erkennt hier die Tatsache, daB Adrenalin entgegengesetzt 
am Haferkaninchen wirkt; das Kaninchen bekommt eine Hypo- 
glykamie. 
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Abb. 4. Abb. 5. 


Daher kénnten wir annehmen, daB das Ephedrin beim sauer 
ernahrten Versuchskaninchen dem Adrenalin antagonistisch wirkt. 


Wie Abb. 5 zeigt, weisen die mit schwarzen Sojabohnen ernahrten 
Kaninchen eine regelmaBige Hyperglykamie auf. 
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Zuletzt konnten wir auch eine umgekehrte Labilitat im Ver- 
gleich zu den mit Adrenalin behandelten Kaninchen konstatieren ; 
die mit griinen Futterstoffen gefiitterten Versuchskaninchen be- 
kamen eine relativ starkere Hyperglykimie als die mit Sojabohnen 
ernahrten Tiere. 

Die erwihnten Feststellungen haben vielleicht eine gewisse Be- 
deutung nicht nur im Laboratoriumsexperiment, sondern auch fiir 
die pharmakologische Praxis. 


Literatur. 


1) Abderhalden und Wertheimer, Pfliigers Arch. f. Physiol. 205, 557, 
1924. — 2) Elias und Sammartino, diese Zeitschr. 117, 10, 1921; 90, 
229, 1920. 
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Darstellung von Sarkommelanin aus Sarkommelaninsaure. 


Von 


Oskar Adler. Karlsbad. 


(Eingegangen am 3. November 1929.) 


In den bisherigen Arbeiten! konnte ich zeigen, daB sich sowohl 
aus den natiirlichen als auch aus den kiinstlich dargestellten Melanin- 
sduren durch Erhitzen der trockenen Substanzen auf 270° Stoffe dar- 
stellen lassen, welche die Eigenschaften der in der Natur vorkommenden 
Melanine aufweisen. Nachdem in der letzten Arbeit die Umwandlung 
der Sepiamelaninsaiure in das Sepiamelanin gezeigt wurde, schien 
es in Fortsetzung der bisherigen Untersuchungen wiinschenswert, 
die von medizinischen Gesichtspunkten aktuellere Sarkommelaninsaure 
einer analogen Verarbeitung zu unterziehen. 


Hierbei ergab sich als erste Frage die Beschaffung gréBerer Mengen 
des Rohmaterials. Durch das Entgegenkommen des Herrn Regierungsrats 
Dozent Dr. Messner, Direktor des Marktamts und Schlachthofes in Karlsbad, 
dem ich auch an dieser Stelle meinen ergebensten Dank ausspreche, erhielt 
ich melanotische Tumoren eines Schimmelpferdes im Gewicht von mehreren 
Kilogramm. 

Zur Konservierung der Tumoren hat sich mir das Einpékeln in kon- 
zentrierte Kochsalzlésung unter Zusatz von viel tiberschiissigem Kochsalz 
gut bewahrt; hierbei tritt weder eine Hartung noch eine sonstige Stérung 
fiir die Weiterverarbeitung auf. 

Zur Reindarstellung des Sarkommelanins wurde die bereits von Berdez 
und Nencki? beobachtete Eigenschaft der Melaninkérnchen, auch feine 
Filter zu passieren, verwendet, wodurch die Abtrennung von anderweitigen 
korpuskularen Beimengungen erméglicht wird. Zu diesem Behuf miissen 
die Suspensionen mit sehr viel Wasser verdiinnt werden. Zur Entfernung 
der erheblichen Wassermengen wurden die Suspensionen in verstépselten 
Flaschen unter Toluolzusatz monatelang ruhig stehengelassen und nach 
dem Absetzen vorsichtig dekantiert. Das nach entsprechender Reinigung 
schlieBlich erhaltene Sarkommelanin wurde wmittels Membranfilter 
(Membranfiltergesellschaft Géttingen) durch Absaugen gewonnen.  Be- 
ziiglich der Einzelheiten verweise ich auf den experimentellen Teil. 


1 Diese Zeitschr. 137, 201, 1923; 141, 304, 1923; 148, 541, 1924; 185, 
169, 1927. 
2 Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 20, 346, 1886. 
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Es gelang schlieBlich, das Sarkommelanin in aschefreier Form 
zu erhalten. Das so rein dargestellte Sarkommelanin wurde zwecks 
Spaltung in die Sarkommelaninsaure einer Kalischmelze bei 180° im 
Warmschrank unterzogen. Die auf diese Weise erhaltene Sarkom- 
melaninsiure wurde im trockenen Zustande in der bereits friiher be- 
schriebenen Weise durch zweistiindiges Erhitzen auf 270° im Warm- 
schrank in das entsprechende kiinstliche Sarkommelanin tibergefihrt. 
Dieses so erhaltene kiinstliche Sarkommelanin zeigt die charak- 
teristischen Eigenschaften des natiirlichen Sarkommelanins; es ist 
unléslich in allen iiblichen Lésungsmitteln und la8t sich durch Kali- 
schmelze wieder in die entsprechende Melaninsaure spalten. 


Was jedoch die chemische Zusammensetzung betrifft, so liegen noch 
erhebliche Differenzen zwischen den natiirlichen und den _ kiinstlichen 
Melaninen vor, die eine Diskussion der chemischen Zusammensetzung 
derzeit noch ausschlieBen. Andererseits findet sich bereits eine weitgehende 
Ubereinstimmung in der elementaren Zusammensetzung der kiinstlichen 
Melanine. Zur Veranschaulichung dessen fiihre ich die Ergebnisse der 
Elementaranalysen von drei von mir dargestellten kiinstlichen Melaninen 
hier an: 


Kiinstliches Tyrosinmelanin 
C 60,31%, H 2,87%, N 12,52%. 


Kiinstliches Sepiamelanin 
C 63,66%, H 2,57%, N 13,06%, S 1,09%. 


Kiinstliches Sarkommelanin 
C 61,99%, H 2,59%, N 12,76%, 8S 1,67%. 


Ein weiterer Einblick in die Zusammensetzung der Melanine wird 
erst zu erwarten sein, wenn es gelingt, Abbauprodukte derselben, insbesondere 
die Produkte nicht zu weitgehender Oxydation und Reduktion zu erhalten. 
Diesbeziiglich habe ich einige orientierende Versuche gemacht, tiber die 
ich kurz berichten will. 

Bei der Oxydation mit Wasserstoffsuperoxyd wurden die Melanin- 
siuren unter Ringsprengung vollsténdig zerstért unter Auftreten von viel 
Oxalsiure und Ameisensiure. Dagegen gelang es, bei der Amidobenzoe- 
séuremelaninsaure durch Oxydation mit Kaliumpermanganat bei alkalischer 
Reaktion unter Kiihlung eine kristallinische aromatische Verbindung zu 
erhalten, deren Identifizierung noch nicht abgeschlossen ist. Aus dem 
eingeengten Filtrat des Oxydationsgemisches schieden sich beim Stehen 
orangefarbene Kugeln, die aus Nadeln bestehen, ab. Nach mehrmaligem 
Umkristallisieren aus verdiinntem Alkohol unter Zusatz von wenig Adsorp- 
tionskohle lieBen sich schlieBlich feine, kurze, teilweise zu Rosetten ver- 
einigte Nadeln gewinnen. Sie sind in kaltem Wasser und in 96% igem 
Alkohol kaum loéslich, dagegen leicht léslich in siedendem Wasser und in 
heiBem verdiinnten Alkohol. Sie zeigen keinen Schmelzpunkt, sondern 
verkohlen bei hoher Temperatur. Auch bei anderen, sowohl natiirlichen als 
auch kiinstlichen Melaninséuren gelang es in derselben Weise, Oxydations- 
produkte zu erhalten, die dem beschriebenen Produkt jedenfalls sehr nahe 
stehen. 





326 O. Adler: 


Die Reduktion der Melanine bzw. der Melaninsaéuren ist noch 
wenig erforscht; vielfach gelten sie als nicht reduzierbar. Und doch 
wire gerade die Kenntnis etwaiger Reduktionprodukte von Be 
deutung einerseits fiir das Studium der chemischen Zusammensetzung 
der Melanine und andererseits fiir die Erforschung des Melanogens 
welches sich im Harn von mit melanotischen Tumoren Behafteten 
findet. Zur Priifung der Reduktionsfihigkeit verschiedener Melanin. 
sauren ging ich folgendermaBen vor: das in Wasser geléste Natriumsalz 
der Melaninséure wurde durch iiberschiissige Salzsiure ausgeflockt 
und die Suspension nach Zusatz von amalgamiertem Aluminiumpulver 
einige Zeit erhitzt. In dem hei& gewonnenen farblosen oder fast farb- 
losen Filtrat wurde nach dem Erkalten durch Zusatz von wenig stark 
verdiinntem Wasserstoffsuperoxyd das Vorhandensein eines Reduktions- 
produktes nachzuweisen versucht. Im positiven Falle tritt eine Dunkel- 
farbung ein, je nach der Menge des Reduktionsproduktes von schwachem 
Hellbraun bis zum tiefsten Dunkelbraun. In letzterem Falle schieden 
sich nach einiger Zeit dunkle Flocken ab. 


Die bisher durchgefiihrten orientierenden Versuche ergaben folgen- 
des Resultat: Die Benzolmelaninsiure, die Sepiamelaninsiure und 
die Sarkommelaninsaure verhielten sich bei dieser Versuchsanordnung 
auBerordentlich resistent. Allerdings zeigte sich bei sehr vorsichtigem 
Zusatz von stark verdiinntem Wasserstoffsuperoxyd eine leichte Hell- 
braunfarbung des vorher fast farblosen Filtrats. Viel leichter reduzieren 
lieB sich die Tyrosinmelaninsdure, desgleichen die bei salzsaurer 
Reaktion lésliche Tyrosinsulfomelaninséure; das Filtrat nahm_ in 
diesem Falle auf Zusatz von Wasserstoffsuperoxyd eine tief dunkle 
Farbung an, und es setzten sich nach langerem Stehen dunkle Flocken 
ab. Am leichtesten gelang die Reduktion bei der Amidobenzoesaure- 
melaninsaure. Hierbei setzte sich im Filtrat der erhaltene Leuko- 
kérper bei geniigender Konzentration in Form von grauen, amorphen 
Flocken ab. Sowohl die Lésung als auch das erhaltene Leukoprodukt 
nahmen bei der Oxydation mit Wasserstoffsuperoxyd eine tief dunkle 
Fiarbung unter Bildung dunkler Flocken an. 


Es ergibt sich demnach aus diesen Versuchen, daB eine Reduktion 
der Melaninsduren prinzipiell durchaus méglich ist. Die einzelnen 
Melaninsauren verhalten sich bei der eingeschlagenen Versuchsanordnung 
beziiglich ihrer Reduktionsfihigkeit verschieden. Weitere Versuche 
werden erforderlich sein, um auch bei den resistenteren Melaninsauren 
die geeignete Reduktionsmethode zu finden. 


Zur Untersuchung des biologischen Verhaltens wurde das Natrium- 
salz der Sarkommelaninsiure verwendet. Hierbei ergab sich, dab 
das sarkommelaninsaure Natrium analog den anderen bisher unter- 
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suchten Natriumverbindungen der Melaninsauren bei intravendser In- 
jektion die Blutgerinnung hemmt bzw. vollkommen aufhebt. 

Die Hemmung der Blutgerinnung ist bereits bei Dosen deutlich, bei 
denen die Tiere (Kaninchen) noch keine sinnfalligen toxischen Erscheinungen 
zeigen. Doch kénnen mehrfach wiederholte, kleinere, an sich nicht tédlich 
wirkende Injektionen den Tod der Tiere herbeifiihren. Toxizitaétsbestim- 
mungen bei weiBben Méausen (20g) ergaben bei intravendser Injektion 
(Schwanzvene), daB die tédliche Dosis bei 0,15 bis 2 mg liegt. Hierbei 
gehen die Tiere unter Auftreten von paretischen Erscheinungen, besonders 
der Hinterbeine, Dyspnoe mit erschwerter und verlangsamter Atmung 
innerhalb 14% Stunden zugrunde. Bei intraperitonealer Injektion liegt die 
tédliche Dosis héher, und zwar bei 4 bis 5mg. Hierbei tritt der Tod der 
Tiere unter analogen Erscheinungen ein, jedoch viel langsamer, bisweilen 
erst nach 24Stunden. Subkutane Injektionen der genannten tédlichen 
Dosen werden ohne sinnfalligen Schaden vertragen!. 


Beschreibung der Versuche (auszugsweise). 
Darstellung von Sarkommelanin. 

Ein méglichst rein prapariertes Tumorstiick im Gewicht von 
500 g, welches von einem Melanosarkom eines Schimmelpferdes stammte, 
wurde nach dem Auswassern zwecks Entfernung der zur Konservierung 
dienenden Salzlake in zerkleinertem Zustande durch eine Fleisch- 
maschine getrieben. Der erhaltene Brei wurde mit viel destilliertem 
Wasser unter Zusatz von Toluol griindlich verriihrt und ‘durch ein 
sehr feines Sieb filtriert. Der Filterriickstand, der noch viel Pigment 
enthielt, wurde verworfen. Die erhaltene Suspension wurde unter 
neuerlichem Zusatz von viel Wasser durch Filtrierpapier, das vorher 
so lange gewassert war, bis es keine Fasern mehr abgab, filtriert. Hierbei 
gehen die feinen Pigmentkérnchen groBenteils durch das Filter. Sobald 
sich dieses verstopft, mu8B es erneuert werden. Der Teil der Pigment- 
kérnchen, der nicht durch das Filter ging, wurde ebenfalls verworfen. 
Das die Pigmentkérnchen in Suspension enthaltende, mit Toluol ver- 
setzte Filtrat wurde, in mehrere Flaschen abgefiillt, durch einen Monat 
ruhig absetzen gelassen. Sodann wurde dekantiert, die Pigment- 
kérnchen wieder in Wasser aufgeschwemmt und nochmals einen Monat 
durch absetzen gelassen. Hierauf wurde das Pigment durch ein Ultra- 
filter (Membranfilter) scharf abgesaugt, neuerlich zweimal in je 200 ccm 
Wasser aufgeschwemmt und dekantiert. Sodann wurde das Pigment 
in 200cem 1°, iger Salzsiure aufgenommen und unter haufigem 
Schiitteln 5 Tage stehengelassen. Nach neuerlichem scharfen Ab- 
saugen durch ein Membranfilter wurde das Pigment in 150 ccm 
3°,iger Kaliumhydroxydlésung suspendiert und unter oftmaligem 


1 Fiir die freundliche Mithilfe bei den Tierversuchen danke ich Herrn 
Dr. Emil Stransky, Karlsbad, verbindlichst. 
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Schiitteln 16 Stunden stehengelassen. Hierbei ging bei Zimmer-. 
temperatur eine kleine Menge des Pigments in Lésung unter Zersetzung 
in melaninsaures Kalium. Zur Entfernung des Kaliumhydroxyds 
und des in Lésung gegangenen Pigments wurde wieder mehrmals 
in Wasser aufgeschwemmt und jedesmal durch ein Ultrafilter schart 
abgesaugt. Das so gereinigte Pigment wurde nochmals in 120 cem 
1°.iger Salzsaure aufgenommen und unter haufigem Umriihren 
20 Stunden stehengelassen. Nunmehr setzte sich das Pigment rasch 
ab, wahrend es bisher nur eine sehr geringe Neigung zum Absetzen 
gezeigt hatte. Durch oft wiederholtes Dekantieren und durch scharfes 
Abzentrifugieren wurde das Pigment schlieBlich chlorfrei erhalten. 
Zum Schlu8 wurde das Pigment noch mit heiBem Wasser, dann mit 
Alkohol und mit Ather auf der Zentrifuge gewaschen und im Vakuum- 
exsikkator tiber Schwefelsiure getrocknet. Es resultierte ein feines, 
in feuchtem Zustande kohlschwarzes, in trockenem dunkelbraunes, 
in allen tiblichen Lésungsmitteln unlésliches, amorphes Pulver. Bei 
der Verbrennung erwies es sich als aschefrei. Ausbeute 7,80 g. 
Zur Elementaranalyse! wurde die Substanz im Vakuum von 2mm 
iiber Kalk und Schwefelséure zur Gewichtskonstanz getrocknet. 
1. 3,863 mg Substanz: 7,77mg CO,, 1,23 mg H,O, entsprechend 
54,86° C, 3,56% H. 
. 6,432 mg Substanz: 12,99mg CO,, 2,07 mg H,O, entsprechend 
55,08% C, 3,60°% H. 
3. 4,534 mg Substanz verbrauchten 2,94 ecm n/100 HCl, entsprechend 
9,08% N. 
4. 4,822 mg Substanz verbrauchten 3,18 ccm n/100 HCl, entsprechend 
9,23% N. 
5. 4,289mg Substanz: 0,79 mg BaSQ,, entsprechend 


to 


riers 
3% S. 
ae | 

o 


2,5 
6. 7,556 mg Substanz: 1,29mg BaSQO,, entsprechend 2,35°% 5S. 


Darstellung der Sarkommelaninsdure. 


10g Kaliumhydroxyd wurden, mit 1,5cem Wasser versetzt, in 
einem geriumigen, bedeckten Nickeltiegel im Warmschrank langsam 
auf 180° erhitzt. In die verfliissigte Schmelze wurden portionsweise 
2g reines Sarkommelanin griindlich eingeriihrt und die Masse unter 
mehrmaligem Umriihren 35 Minuten bei 180° belassen. Die Schmelze 
schaumte zu Beginn des Erhitzens auf. Nach dem Erkalten wurde 
die Schmelze in Wasser gelést und sodann mit Wasser auf 250 ccm 
aufgefiillt. Nach 12stiindigem Stehen unter mehrmaligem Riihren 
wurde filtriert und im Filtrat die Melaninsaéure durch Ansauren mit 
Salzsiure ausgeflockt. Nach vélligem Absetzen wurde die Melanin- 


1 Fiir die freundliche Ausfiihrung der Mikroanalysen nach Pregl bin 
ich Herrn Assistenten Dr. Arnulf Soltys am medizinisch-chemischen Institut 
in Graz zu gréBtem Danke verpflichtet. 
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siure auf der Zentrifuge bis zum Beginn des Dispergierens mit Wasser 
gewaschen. Das weitere Waschen erfolgte zwecks Vermeidung von 
Verlusten mittels Ultrafiltration auf einem dichten Membranfilter 
unter Absaugen. SchlieBlich wurde die Melaninsaure noch in 100 cem 
Wasser kurz ausgekocht, das Waschwasser mittels Ultrafiltration 
entfernt und das Pigment auf demselben Filter mit lauem Wasser 
bis zur Chlorfreiheit gewaschen. Die erhaltene Sarkommelaninsiéure 
wurde im Vakuumexsikkator bei 18° getrocknet. Ausbeute 0,76 g. 
Der nach der Kalischmelze ungelést gebliebene Anteil wurde einer 
neuerlichen Kalischmelze und Weiterbehandlung in der oben be- 
schriebenen Weise unterzogen, wobei noch 0,1 g Sarkommelaninsaure 
gewonnen wurde. Die Gesamtausbeute erhéhte sich dadurch auf 
0,86 g, entsprechend 43°, des als Ausgangsmaterial verwendeten 
Sarkommelanins. ° 
Die reine Sarkommelaninsaure dispergiert bei anhaltendem 
Waschen mit Wasser und geht in eine kolloidale Lésung iiber. In kaltem 
Ammoncarbonat ist die Melaninsaure spielend leicht léslich, in 96 °,igem 
Alkohol auch in der Hitze praktisch unléslich, ferner unléslich in reinem 
Pyridin, dagegen leicht léslich in mit Wasser verdiinntem Pyridin. 
Zur Elementaranalyse wurde die Substanz im Vakuum von 2 mm 
iiber Kalk und Schwefelsiure zur Gewichtskonstanz getrocknet. 
1. 6,669 mg Substanz: 0,107 mg Asche, entsprechend 1,60°,. 6,562 mg 
aschefreie Substanz: 13,37 mg CO,, 1,61 mg H,O, entsprechend 
55,57% C, 2,70% H. 
2. 4,208 mg Substanz: 0,069 mg Asche, entsprechend 1,64°,. 4,139 mg 
aschefreie Substanz: 8,40 mg CO,, 0,893 mg H,O, entsprechend 
55,35% C, 2,47% H. 
3. 4,764 mg Substanz verbrauchten 2,83 cem n/100 HCl, entsprechend 
8,32% N. 
4. 5,019 mg Substanz verbrauchten 3,05 ccm n/100 HCl, entsprechend 
8,51% N. 
5. 4,713 mg Substanz: 0,44mg BaSO,, entsprechend 1,28°%, Ss. 
6. 4,007 mg Substanz: 0,40 mg BaSO,, entsprechend 1,37°, 38. 
Natriumsalz. 111g Sarkommelaninséiure wurden in 20 ccm 
2°. iger reiner Natronlauge gelést, die Lésung durch ein nicht faserndes 
Filter filtriert und mit wenig lauem Wasser nachgewaschen. Das 
Filtrat wurde in 130 cem warmen 96° igen Alkohols eingeriihrt. Der 
entstandene Niederschlag wurde nach dem Absetzen abgesaugt, mit 
heiBem Alkohol nachgewaschen, hierauf mit Alkohol griindlich aus 
gekocht, neuerlich abgesaugt und mit heiBem Alkohol und mit Ather 
gewaschen. Die Substanz wurde zuerst im Luftbad bei 35°, hierauf 
im Exsikkator iiber Kaliumhydroxyd und schlieBlich im Vakuum- 
exsikkator iiber Schwefelsiure bei 18° getrocknet. Ausbeute 1,36 g 
eines schwarzen, in Wasser leicht léslichen, in Alkohol unléslichen 


Pulvers. 
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Uberfihrung der Sarkommelaninsdéure in ,,kiinstliches Sarkommelanin“. 


0,35 g der trockenen, fein gepulverten Sarkommelaninsaure wurden 
in locker bedecktem Uhrglase im Warmschrank 2 Stunden auf 270° 
erhitzt. Nach dem Erkalten wurde die Substanz mit 25cem 2°, iger 
reiner Natronlauge verriihrt und unter haufigem Umriihren 16 Stunden 
unter der Einwirkung der Natronlauge belassen. Der Niederschlag 
wurde auf der Zentrifuge von der vollkommen farblosen Fliissigkeit 
abzentrifugiert und bis zur Entfernung der Natronlauge mit warmem 
Wasser auf der Zentrifuge gewaschen. Nach dem Auswaschen wurde 
der Niederschlag mit 15 cem 12 °,,iger Salzsiure verriihrt und 6 Stunden 
unter haiufigem Umriihren stehengelassen. Hierauf wurde die Substanz 
durch anhaltendes Waschen mit warmem Wasser auf der Zentrifuge 
chlorfrei gewaschen. Nach dem Nachwaschen mit Alkohol und Ather 
wurde die Substanz zuerst im Luftbad bei 35°, dann iiber Kalium- 
hydroxyd und schlieBlich im Vakuumexsikkator tiber Schwefelsiure 
getrocknet. Ausbeute 0,2 g eines schwarzen, in allen iiblichen Lésungs- 
mitteln unléslichen Pulvers. Durch vorsichtige Kalischmelze lief 
sich dasselbe wieder in die Sarkommelaninsaure spalten. 

Zur Elementaranalyse wurde die Substanz im Vakuum von 2mm 
iiber Kalk und Schwefelsiure zur Gewichtskonstanz getrocknet. 

1. 3,613 mg Substanz: 0,023 mg Asche, entsprechend 0,64°%. 3,590 mg 

aschefreie Substanz: 8,17 mg CO,, 0,85 mg H,O, entsprechend 
62,07% C, 2,65% H. 
2. 3,196 mg Substanz: 0,015 mg Asche, entsprechend 0,47 %. 3,181 mg 
aschefreie Substanz: 7,22 mg CO,, 0,72 mg H,O, entsprechend 
61,91% C, 2,63% H. 
3. 3,849 mg Substanz verprauchten 3,46 cem n/100 HCl, entsprechend 
12.80% N. 
4. 5,809 mg Substanz verbrauchten 5,28 cem n/100 HCl, entsprechend 
12,72% N. 
5. 3,654 mg Substanz: 0,45mg BaSQ,, entsprechend 1,69°% S. 
6. 4,259 mg Substanz: 0,50 mg BaSO,, entsprechend 1,61% 8. 
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Uber die Hiillen der Milchfettkiigelchen. 1°. 


Von 


Inge Prieger +. 


(Aus der Universitéts-Kinderklinik Frankfurt a. M.) 
(Eingegangen am 6. November 1929.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Unter den Autoren, die sich mit der Frage der Hiillen der Milch- 
fettkiigelchen beschaftigt haben, besteht keine Einigkeit dariiber, ob 
die Fetteilchen der Kuhmilch tatsichlich eine EiweiBhiille besitzen. 
Altere Autoren (Soxhlet, Quincke) glauben, daB allein die Oberflachen- 
spannung ausreicht, um die Stabilitat der natiirlichen Fettemulsion 
zu erklaren, und weiter die Tatsache, daB das Fett aus der Milch durch 
Atherzusatz nicht ohne weiteres, sondern’ erst nach Zusatz von Alkalien 
oder Sauren extrahiert werden kann. Folgender einfacher Versuch, den 
wir anstellten, beleuchtet die Situation: Stellt man sich durch Schiitteln 
von Wasser mit extrahiertem Milchfett in noch zu beschreibender Weise 
eine kiinstliche Emulsion her, so halt sich diese Emulsion viele Tage 
unverandert und ist auch gegen kurzes Kochen bestandig. Bei limgerem 
Stehen rahmen die gréBeren Teilchen auf, konfluieren jedoch nicht. 
Durch Atherzusatz ist das Fett durch einfaches Schiitteln im Gegensatz 
zu der natiirlichen Emulsion spielend zu extrahieren. Dieser Versuch 
zeigt, daB die Oberflachenspannung wohl ausreichend ist, um die 
Stabilitat der natiirlichen Emulsion zu erkliren, daB sie aber nicht 
geniigt, um die Unangreifbarkeit der Fetteilchen in ihrem natiirlichen 
Milieu durch Ather plausibel zu machen. Daher méchten wir von 
vornherein mehr der Ansicht derjenigen Forscher zuneigen, die seit 


1 Anmerkung: Die vorliegende Arbeit wurde auf meine Anregung aus- 
gefiihrt. Bei Frl. Priegers Tode lagen die experimentellen Ergebnisse fertig 
vor. Diese sind von mir in Frl. Priegers Sinne zusammengestellt worden. 

Priv.-Doz. Dr. Mommsen. 
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jeher darauf hingewiesen haben, daB die Fettkiigelchen von eine: 
EiweiBhiille umgeben sind. 

Hierbei méchten wir weniger Gewicht legen auf diejenigen Autoren, 
die mit Farbemethoden den Beweis fiir das Vorhandensein einer Hiille 
erbringen wollen, da die moderne Histologie mehr und mehr erkennt, wi 
leicht durch manche Fixierungsmethoden Strukturen und Membranen 
erzeugt werden, die unter natiirlichen Verhaltnissen nicht vorhanden sind, 
sondern wir berufen uns auf die mit chemisch-analytischer Methodik ge 
wonnenen Resultate. 

Bekanntlich gelingt es auch durch noch so sorgfaltiges Waschen 
nicht, aus einer Rahmlosung den Stickstoff vollstandig zu entfernen 
(Voeltz, Storch). Beide Autoren glauben, daB dieser Stickstoff aus 
der eiweiBihnlichen Hiillensubstanz herriihrt, die sie auch zu isolieren 
versuchen. Storch auBert die Ansicht, daB es sich um ein Glykoproteid 
handelt. Hattori! hat in neuester Zeit die Hiillen einwandfrei dar- 
gestellt und bezeichnet ihre Substanz als ,,Haptein’*. Nach Hattoris 
Untersuchungen quellen die Fettkiigelchen in den iiblichen Fettlése- 
mitteln, z. B. auch in Chloroform in bestimmter Konzentration, ohne 
aber ineinander zu konfluieren. Die Hiille ist wn/dslich in den iiblichen 
Fettlésemitteln, jedoch durchldssig fir dieselben. Die Hiille bleibt auch 
nach der Behandlung mit Chloroform bestehen. Aus diesem Grunde 
kann das Fett aus der Milch mit Chloroform oder Ather nicht ohne 
eine die Hiillen zerstérende Vorbehandlung mit Sauren oder Alkalien 
ausgeschiittelt werden. Nach der Chloroformbehandlung umschlieBbt 
die Hiille ein durch Aufnahme von Chloroform gequollenes Fetteilehen 


Nach diesen Untersuchungen mu8 man sich die Hiille als eine 
elastische und dehnbare Haut vorstellen. Hiermit in Beziehung zu 
setzer, sind die Beobachtungen Jfommsens, der fand, daB homogenisierte 
Milch den gleichen Umladungspunkt besitzt wie die natiirliche Milch. 
Durch den HomogenisierungsprozeB wird ein einziges Fetteilchen in 
viele kleinere zerlegt. Es ist anzunehmen, da die elastische Haut. 
welche das natiirliche Fetteilchen umspannt, sich beim Sprengen 
desselben wieder um die Fragmente herumzieht und diese vollstandig 
umschlieBt. 

Auf Grund der erwahnten Untersuchungen Mommsens scheint 
sich eine Méglichkeit zu bieten, die Hiillenfrage von einer neuen Seite 
zu bearbeiten. Er beobachtete die Fetteilchen der Milch in elektrischem 
Potentialgefalle und fand, daB die Fetteilchen in ihrem natiirlichen 
Milieu eine deutlich negative Ladung tragen und zur Anode wandern; 
durch Suspension der Milch in einem bestimmten H-Ionenmilieu sind 


1 Hattoris Arbeit, auf die ich durch Liesegang aufmerksam wurde, ist 
schwer zuganglich und wurde uns in den Einzelheiten erst nach Abschlul' 
dieser Arbeit bekannt. 
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die Fettkiigelchen zu entladen und durch weitere Erniedrigung des py 
zu einer kathodischen Bewegung zu bringen. Der Umladungspunkt 
fiir Kuhmilchfett liegt bei pg 4,17. Zusatz von Ringerlésung zu dem 
Puffergemisch verschiebt den Umladungspunkt in stirker saures 
Gebiet. Versuche mit acetatgepufferten NaCl- und CaCl,-Lésungen 
verschiedener Konzentration ergaben, da Ca-lonen den Umladungs- 
punkt mit zunehmender Konzentration immer mehr zum Neutralpunkt 
hin, Na-lonen dagegen vom Neutralpunkt fortdriangen. Bei Zusatz 
von Gelatine zu der Pufferlésung liegt der Umladungspunkt in weniger 
sauren Zonen. Diese Erscheinung wird mit zunehmender Gelatine- 
konzentration deutlicher. 

Wenn die Fetteilchen tatsachlich von einer Hiille umgeben sind, 
so ist diese fiir den Umladungspunkt maBgebend. Es war daher zu 
untersuchen, wie sich eine kiinstliche Kuhmilchfettemulsion im‘ elektri- 
schen Potentialgefille bei verschiedener H-Ionenkonzentration verhalt. 
Sollten sich Unterschiede zwischen natiirlicher und sicher eiweiBfreier 
kiinstlicher Emulsion ergeben, so sprach dieser Umstand mit groBer 
WabhrscheinJichkeit fiir das Vorhandensein einer besonderen Hiillen- 
substanz. 

Im einzelnen gestaltet sich die Technik folgendermaBben: Nach Be- 
handlung mit Alkalien wurde das Fett aus der Milch in der tiblichen Weise 
mit Ather extrahiert ; darauf wurde eine 5%ige Aufschwemmung von Fett 
in destilliertem Wasser in der Schiittelmaschine unter Zugabe von reichlich 
Glasperlen % bis 2 Stunden kraftig geschiittelt. Hierdurch entsteht eine 
Emulsion, die der natiirlichen an GleichmaéBigkeit nachsteht. Vereinzelt 
sehr groBe Teilchen werden angetroffen; die meisten sind kleiner als die 
Fettkiigelchen der Milch. Die Emulsion wird durch Watte filtriert, um die 


oben stehenden, nicht emulgierten Fettmengen abzufangen. Bei den Butter- 
versuchen wurde ganz entsprechend verfahren. 
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Abb. 1. 


In der weiteren Versuchstechnik folgte ich Mommsen. Die Beobachtung 
der wandernden Teilchen erfolgte direkt mit dem Mikroskop in einer besonders 
konstruierten Kammer (s. Abb. 1). Nach Michaelis wurden auf einem Objekt - 
trager seitlich zwei Streifen von Deckglasern A und B mit Canadabalsam auf - 
geklebt und durch ein Deckglaschen C iiberbriickt. Dieses wurde mit wenig 
Vaseline auf den Seitenstiitzen A und B befestigt. So entstand unterhalb C eine 
Kammer, in der die Beobachtung der Kataphorese mit dem Mikroskop statt - 
finden konnte. Die zu untersuchende Fliissigkeit wurde so in die Kammer 
eingefiillt, daB beiderseits seitlich von C noch ein breiter Tropfen stand; 
diesen beriihrte die Spitze je eines Ringergelatinehebers, der auf der anderen 
Seite in umkehrbare Elektroden tauchte (z. B. Zink in Zinksulfatlésung). 

Biochemische Zeitschrift Band 217. 29 
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Alles bisher Beschriebene war auf einem handlichen kleinen Tragergeste!| 
montiert, das leicht im Kreuztisch des Mikroskops bewegt werden konnte 
Die Stromzuleitung aus dem Stadtnetz zu den umkehrbaren Elektrode: 
fand mit Hilfe einer einfachen Verteilerschaltung statt (s. Abb. 1 bei 
Mommsen, S. 362). Die Héhe der Kammer betrug 100 bis 200 nu. Dies 
wurde mit Hilfe der Mikrometerschraube genau ausgemessen, da die Beob 
achtung stets in einer bestimmten Kammerhéhe erfolgen muBte. Das 
Ausmessen und richtige Einstellen geschah rasch, sicher und einfach dadurch, 
daB Boden und Decke der Kammer durch wenige Fingerabdriicke bezeichnet 
wurden. Wie Hoebner und Michaelis niher auseinandersetzen, tritt in de: 
Nahe der Kammerwande eine der wahren Wanderungsrichtung entgegen 
gesetzte Bewegung ein. Die wahre Wanderungsrichtung und Geschwindig- 
keit wird in ein Fiinftel Kammertiefe Abstand von Kammerdecke ode: 
Grund beobachtet. Praktischerweise waihlt man den Abstand von de: 
Kammerdecke, da die Fetteilchen aufrahmen und sich reichlich unter dem 
Deckglas ansammeln, wahrend in der Tiefe weniger Teilchen zu finden 
sind. Vor Beginn eines Versuchs muBte selbstverstandlich in der Kamme: 
absolute Ruhe herrschen und jede Eigenstr6mung aufgehért haben. Weite: 
ist der iiberstehende Tropfen der Versuchsfliissigkeit vor Zugluft peinlich 
zu schiitzen. Das py der verschiedenen Emulsionsmischungen wurde in 
jedem einzelnen Versuch mit der Gaskette mit Hilfe der Chinhydron- 
elektrode gemessen, die sich auch hier wieder ganz auerordentlich be- 
wahrte, da ich es stets mit gut gepufferten Fliissigkeiten zu tun hatte. 

Die Umladung der Teilchen wurde durch Suspension derselben in 
Pufferlésungen erzielt, die durch Mischung von n/5 NaOH und n/5 
CH,COOH hergestellt wurden. In starker sauren Gebieten wurde 

3 

statt Essigsaure Milchsaure verwandt. Kuhmilchfettemulsionen haben 
gegeniiber destilliertem Wasser eine negative Ladung und zeigen infolge- 
dessen in rein wasseriger Lésung eine starke ancdische Bewegungs- 
richtung. Durch die in den Puffergeniischen vorhandenen positiven 
H-Ionen werden die Teilchen entladen, in starker sauren Gemischen 
umgeladen, so daB sie jetzt bei Stromschlu8 kathcdisch schwimmen 
Der Umladungspunkt, in dem iiberhaupt keine deutliche Wanderungs 
richtung zu erkennen ist, ist durch eine Serie von vier bis sechs Ver- 
suchen recht genau zu bestimmen. 


Tabelle I. 





5°/, Emulsion 
Kuhmileh aus extrahiertem Fett 
in destilliertem Wasser 


1°/9 Butter-Emulsion 
in destilliertem Wasser 


2.84 (— Mittel aus 
4,21 4 Versuchsreihen 3,95 
3,07—2,27) 


In Tabelle I sind die Umladungspunkte, die sich auf Grund meiner 
Untersuchungen ergeben haben, zusammengestellt. Zunachst kann 
ich Mommsens Befund fiir Kuhmilch bestatigen. Mein Wert liegt ein 
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klein wenig mehr im Alkalischen, was méglicherweise auf Unterschieden 
n der Milch selbst (verschiedene Jahreszeit!) beruht. Die Umladungs- 
punkte der kiinstlichen Kuhmilchfettemulsion liegen bedeutend weiter im 
Sauren als die Werte der natiirlichen Emulsion. Die Unterschiede sind 
bei allen Versuchen ausnahmslos so groB und eklatant, daB Versuchs- 
fehler hierfiir nicht angeschuldigt werden kénnen. Wir stehen vor 
der gesicherten Tatsache, daB eine sicher eiweiBfreie kiinstliche Fett- 
emulsion einen anderen Umladungspunkt besitzt als das natiirliche 
Fetteilchen. Ich verwerte diesen Befund in dem Sinne, daB das natiirliche 
Fetteilchen von einer DiweifBhiille geschiitat ist, die fiir die Ladung map- 
gebend ist, wahrend bei den ungeschiitzten ,nackten‘* Teilchen der 
kiinstlichen Emulsion die Fettoberflache selbst die Ladung bestimmt. 
Hiermit in Einklang steht die Erfahrung, daB andere Fettemulsionen, 
soweit diese bisher auf ihren Umladungspunkt untersucht - wurden 
(Ellis, Mond), einen weit im Sauren liegenden Umladungspunkt haben, 
waihrend die Umladungspunkte von EiweiBkérpern in einem Bereich 
zu liegen pflegen, dem auch das von einer eiweiBahnlichen Hiille um- 
gebene natiirliche Kuhmilechfetteilchen angehdért. 


Die Untersuchung einer 1 °,igen wasserigen Butteremulsion ergibt 
einen Umladungspunkt von py 3,95. Er liegt sehr nahe dem Um- 
ladungspunkt des natiirlichen Fetteilchens und weit ab von dem der 
kiinstlichen Fettemulsion. Es ist anzunehmen, ‘da durch den 
ButterungsprozeB die Hiillen mechanisch gesprengt werden, daB sie 
jedoch wegen ihrer von Hattori festgestellten Unléslichkeit in der 
Butter vorhanden sind. Aus Mommeens friiheren Untersuchungen 
geht hervor, daB durch EiweiSzusatz der Umladungspunkt der Fett» 
teilchen vermutlich durch Adsorption des EiweiBes auf der Oberflache 
des Fetteilchens betrachtlich in alkalisches Gebiet verschoben wird. 
Weitere Untersuchungen miissen zeigen, ob wir es hier mit einer ahn- 
lichen Erscheinung zu tun haben. 


Zusammenfassung. 

1. Die Literatur iiber die Frage der EiweiBhiillen, welche nach 

der Meinung mancher Autoren die Fetteilchen der Kuhmilch umgeben 
sollen, wird auszugsweise kurz besprochen. 


2. Mit der von Mommsen angewandten und hier erneut  be- 
schriebenen Methode der Kataphorese, d.h. Untersuchung der 
Wanderungsrichtung von Suspensionen im elektrischen Potential- 
gefalle, wird die Hiillenfrage von einem neuen Gesichtspunkt aus 
bearbeitet. 

3. Es zeigt sich, daB8 der Umladungspunkt einer kiinstlichen Fett- 
emulsion, die durch Schiitteln von extrahiertem Kuhmilchfett in 


99 * 
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destilliertem Wasser erzeugt ist, bedeutend weiter im Sauren liegt als 
der Umladungspunkt des natiirlichen Fetteilchens. Die Bestimmung 
der Umladungspunkte erfolgt durch Mischung der Emulsion mit ver- 
schiedenen Puffergemischen steigender H-lonenkonzentration. 


4. Aus der Differenz der Umladungspunkte wird der Schlub 
gezogen, daB der Umladungspunkt des natiirlichen Fetteilchens von 
einer eiweiBahnlichen Hille bestimmt ist, welche das Teilchen um. 
spannt, wahrend erst die kinstliche, vollstandig eiweiBfreie Emulsion 
die wahre Ladung des Fettes offenbart. 


Literatur. 
Mommsen, Mon.-Schrift f. Kinderheilkde. 42, 361, 1929 (hier weitere 
Literatur). — Grimmer, Lehrb. d. Chem. u. Physiol. d. Milch. Leipzig 1926. 
Hattori, Journ. of the Pharm. Society of Japan, 1925. 
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Die Verteilung des Kalkes im Serum. 


Von 
Wilhelm Hertz. 


(Aus der Universitéts-Kinderklinik Halle a. d. 8.) 


(Eingegangen am 8. November 1929.) 


Die Erscheinungen der parathyreopriven Tetanie werden gegen- 
wartig auf die gesetzmaBig mit ihnen verbundene Senkung des Serum- 
kalkspiegels bezogen. Eine Streitfrage ist es noch, welche der Serum- 
kalkfraktionen daran am hervorragendsten beteiligt ist. Theoretisch 
méchte man ohne weiteres dem frei dissoziierten Anteil des Serumkalkes 
die Hauptrolle zuweisen. Die Schwierigkeit des Beweises liegt in dem 
vélligen Mangel an einer einwandfreien Methode zur Bestimmung der 
Ca-Ionen in einer so komplizierten Lésung, wie sie das Blutserum 
darstellt. EinigermaBen exakt 1a8t sich nur das _ diffusible oder 
frei geléste‘* Ca bestimmen, das mit den Ca-Ionen nicht identisch 
zu sein braucht. Hierzu sind die Kompensationsdialyse und die Ultra- 
filtration geeignet. Die erste Methode' erfordert viel Untersuchungs- 
material und ist deshalb fiir wiederholte Analysen an kleineren Tieren 
nicht brauchbar. 

Pincus, Peterson und Kramer (1) untersuchten das Serum thyreo- 
parathyreoektomierter Hunde. Sie bedienten sich der Ultrafiltration durch 
Kollodiumhiilsen bei geringem Druck (180 mm Hg). Nach diesen Autoren 
ist das ultrafiltrierbare Calcium (im folgenden als u.Ca. bezeichnet) bei 
der parathyreopriven Tetanie zuweilen starker herabgesetzt als der Gesamt- 
kalk des Serums, meist aber im gleichen Verhiltnis. 

Ich habe diese Befunde nachgepriift und die Fragestellung durch 
Untersuchung der Einwirkung des subkutan verabfolgten Neben- 
schilddriisenextrakts (Colliphormon) auf die Kalkverteilung im Serum 


erweitert. Ferner habe ich vergleichende Liquoranalysen hinzugefiigt. 


Methodik. 
Es kam dieselbe Technik der Ultrafiltration zur Anwendung, wie sie 
in der Zeitschr. f. Kinderheilkde. 47, 215, 1929 genau beschrieben worden 
ist. Ich wiederhole nur kurz, daB der ,,Membranfehler“ bei der Filtration 
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minus 3 bis 5% betragt, d. h. daB der Wert fiir das u. Ca. um diesen Betray 
zu niedrig ausfallt. Die Fehlerbreite der Mikrokalkbestimmung nac} 
de Waard, so wie ich sie angewendet habe, ist mit Beriicksichtigung des 
Leerwertes zu minus 0,2 mg-% Ca zu veranschlagen. Die gefundenen 
Werte wurden unkorrigiert, nur unter Abzug des Leerwertes wiedergegeben, 
sind also Minimalwerte. 


Das Blut wurde aus der nur kurz gestauten Extremitatenvene ent - 
nommen. Die Schilddriisenextirpation erfolgte in Morphium-Athernarkose. 


Zur Technik der Lumbalpunktion. 


Cameron und Moorhouse (4) fiihrten den Occpitalstich im Atherrausch 
aus. Ohne Narkose braucht man eine eigene Apparatur zum Einspannen 
des Hundeschidels, die wir nicht besitzen. Narkose wollte ich nicht an- 
wenden, um Fehlerquellen zu vermeiden. Ich fiihrte deshalb die einfache 
Lumbalpunktion aus. Der Liquor ist oft an dem auf der Seite liegenden 
Tier auch mit der Spritze nicht zu gewinnen. Er tropft erst ab, wenn 
man den Hund aufrecht hinsetzt. Deshalb gelang die Punktion nur in 
den mitgeteilten Fallen. Der Liquor war stets véllig frei von Blut- 
beimengungen. 


Ergebnisse. 


1, Normalwerte. 

Mit der angegebenen Ultrafiltrationsmethode fanden sich bei acht 
Hunden im vdéllig eiweiBfreien Filtrat des Serums 4,6 bis 6,3 mg-% Ca. 
Vom Gesamtkalkgehalt gingen 43 bis 57° in das Filtrat tiber. 

Nur bei einem Tiere, das schon durch seinen niedrigen Kalkspiegel 
von 8,8 mg-% auffiel, fanden sich nur 3,8 mg-% 43 % im Filtrat wieder. 
Derselbe Hund bekam trotz dreimaliger Operation keine Tetanie, obwohl 
die Operationstechnik einwandfrei war. 


Tabelle I. 











Normalwerte. 
Fleischkost Gemischte Kost 
Nr.  U. Ca | %vom Nr. U.Ca  ——-%q vom 
mg-°/» Gesamt-Ca mg-°}» Gesamt-Ca 

13 6,2 55 1 4,9 47 

15 6,3 57 4 4.9 48 

20 5.5 55 8 5,0 47 

16 5.8 55 10 4,6 44 

18 6.0 56 23 54 50 
Mittelwerte: 6,0 56 5,9 47 


Pincus, Peterson und Kramer geben weniger schwankende Normal- 
werte von 5,4 bis 6,1 mg-°%% u. Ca. = 52 bis 60% im Gesamtkalk an 
(sieben Hunde untersucht). Die gréBere Schwankungsbreite der Normal- 
werte fiir das u. Ca. bei meinen Versuchshunden veranlaBbte mich — lang« 
nach AbschluB der Experimente —, eine Gruppierung nach der aus anderen 
Griinden sehr verschieden gewahlten Kost der Tiere vorzunehmen. 











Tabs 
Pfer 
filtri 
(7esé 
héhe 
Kar’ 
erste 
relat 
Gru) 
zum 
Gru 
scha 
ausg 
und 
wied 
um 
fast 
Aus; 
num 
woh 


Nr. 

Vory 
iibe: 
welc 


eine 
gabe 
(mit 
Tier 
mei 
Nac 
wen 


an ¢ 
da 1 
thor 
dad 








ray 
ac} 

des 
161) 
en, 


nt- 


se. 











Verteilung des Kalkes im Serum. 339 


Tabelle I zeigt den Einflu®8, den reine Fleischfiitterung (taglich gekochtes 
Pferdehackfleisch vom Rohgewicht 300g = etwa 10g N) auf den ultra- 
filtrierbaren Kalkanteil hat. Sowohl die absoluten wie die relativ zum 
Gesamtserumkalk betrachteten Werte liegen im Durchschnitt deutlich 
héher als diejenigen, die von Tieren mit gemischter Kost (vorwiegend 
Kartoffel und Reis, wenig Fleischabfalle) gewonnen wurden. Fiir die 
erste Gruppe sind also absolute Werte von 5,5 bis 6,3 mg-% Kalk und 
relative von 55 bis 57°% im Ultrafiltrat charakteristisch, fiir die zweite 
Gruppe mit gemischter Kost absolute Werte von 4,6 bis 5,4 mg-%, relativ 
zum Gesamtkalk 44 bis 50%. DaB die Grenze zwischen diesen beiden 
Gruppen bei Untersuchungen noch gréBerer Reihen von Hunden nicht so 
scharf ausfallen wird, ist selbstverstandlich. Die an dem gleichen Hunde 
ausgefiihrten Kalkbestimmungen bei verschiedener Fiitterung (Nr. 10, 13 
und 15) geben dieselben Verschiebungen innerhalb der Kalkfraktionen 
wieder. Wahrend reine Fleischkost das u. Ca. von 4,6 auf 6,2 mg-%, also 
um 35% des Ausgangswertes steigert, bleibt der Gesamtkalk des Serums 
fast innerhalb der Fehlergrenzen der Methode gleich (+ 1 —°’3% des 
Ausgangswertes!). Ein Einflu8 der 5 bzw. 2 Wochen vor diesen Versuchs- 
nummern gegebenen Parathormoninjektion auf die Resultate kommt 
wohl nicht in Frage. 


Alle angegebenen Daten beziehen sich auf .,Niichternblut“:, bis auf 
Nr. 3; das Blut dieser Versuchsnummer wurde etwa 1 Stunde nach einer 
vorwiegenden Fleischmahlzeit von einem neu erworbenen Hunde gewonnen, 
iiber dessen Ernéhrungsart mir bis dahin nichts bekannt war. Irgend- 
welche Schliisse sind aus diesem Einzelbefund nicht zu ziehen. 


2. Parathyreoprive Tetanie. 


AuBer der Versuchsnummer 5 hatten alle Hunde vor der Operation 
eine linger zuriickliegende Periode mit taglichen subkutanen Parathormon- 
gaben durchgemacht und bekamen Fleischkost. Am Tage nach der Operation 
(mittags operiert) waren Nahrungsaufnahme und motorische Bewegung de 
Tiere wieder normal. Die Tetanie trat infolge der Fleischkost sehr rasch, 
meist am Abend des Tages nach der Operation ein, oder in der folgenden 
Nacht. Die Anfalle waren so heftig, da sie ihnen sehr rasch erlagen, 
wenn nicht irgendwie eingegriffen wurde. 

Es ist méglich, daB die vorausgegangene Behandlung mit Parathormon 
an dem heftigen und raschen Auftreten der Krampfe nicht unschuldig ist, 
da nach Greenwald und Gross (5) die Kalkausfuhr durch subkutane Para- 
thormongaben gesteigert wird. Die Kalkdepots des Kérpers kénnten 
dadurch stark vermindert worden sein. 


Tabelle Il. 


Parathyreoprive Tetanie. 





ae U. Ca ; : %>» vom Gesamt-Ca vor der 
Nr. mg-0lo %/y vom Gesamt-Ca : Operation 
5 2.8 53 48 
7 29 57 42 
19 33 3 55 
99 3.6 2 D5 
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Das u. Ca. sinkt in seinen absoluten Werten bis zum Auftreten tetani- 
scher Symptome auf 2,8 bis 3,6 mg-% (Tabelle II), doch fallt der Gesamt- 
kalk des Serums in den untersuchten Fallen noch starker ab (vgl. Spalte 2 
und 3 in Tabelle II). Nach diesen Ergebnissen ist man nicht berechtigt, 
dem u.Ca. eine besondere Rolle in der Genese der Kraimpfe gegeniiber 
dem Gesamtkalkgehalt des Serums einzuréiumen. 

Pincus, Peterson und Kramer fanden beim ersten Auftreten der 
Krampfe nach der Operation nur zweimal starker herabgesetztes u. Ca., 
fiinfmal gleichmaBiges Absinken mit dem Gesamtkalk. Bei den mit der 
Bemerkung_ ,,bestrahlt‘‘ versehenen spiéter angestellten Serumanalysen 
handelt es sich dem Text nach wieder um tetanische Zusténde. In der 
krampffreien Zeit sind anscheinend keine Blutproben entnommen worden, 
obwohl die Hunde 1 Monat lang nach der Operation noch gelebt haben. 
Jedenfalls geht das aus dem Text und den Tabellen nicht klar hervor. 
Das u. Ca. sinkt nur bei Hund K 30 und einmal bei K 19 unter 40% 
des Gesamtkalkes. Die absoluten Werte fiir den filtrierbaren Kalk bewegen 
sich zwischen 2,0 und 3,8 mg-%, stimmen also mit den vorliegenden Er- 
gebnissen iiberein. Uber die Fiitterung vor oder nach der Operation ist 
nichts bemerkt, nur daB eine Gruppe von Hunden mit Milch und Kalk 
ernaéhrt wurde, wahrend die andere nur bestrahlt wurde. Von der ersten 
Gruppe sind keine Resultate angegeben. 


3, Wirkung des Nebenschilddriisenextrakts. 


Uber das Verhalten der Kalkfraktionen des Serums nach subkutaner 
Injektion von Nebenschilddriisenextrakt (Parathormone der Firma Eli, 
Lilly u. Co.) liegen bisher in der Literatur keine Angaben vor. Tabelle ITI 
zeigt den EinfluB einzelner und haufigerer subkutaner Injektionen des 
Extrakts. Die Dosen der Einzelinjektionen sind nicht groB. Die wieder- 
holten Injektionen erfolgten an drei einander folgenden Tagen, acht- 
stiindlich 1 bis 2ccm Parathormon. Am Morgen des vierten Tages wurde 
eine stairkere Dosis von 1,5 bzw. 2,5cem verabfolgt. 4 Stunden spiter 
wurde das Blut «ur Analyse entngmmen, da nach Cantarow-Caven-Gordon (6) 
das Maximum der Blutserumverainderung 3 bis 4 Stunden nach der In- 
jektion liegen soll. Mit der Dosierung des Hormons gingen wir bis zum 
Auftreten der ersten toxischen Symptome: FreBunlust, Schlappheit und 
Bewegungsunlust, Erbrechen. Jedoch traten diese Erscheinungen erst 
nach der letzten vergréBerten Dosis auf, nicht an den vorangehenden 
3 Tagen. In diesen drei Versuchen (Nr. 14, 17, 21) steigt der Gesamtkalk 
des Serums eindeutig staérker an als das u.Ca., obwohl dieses recht hohe 
absolute Werte erreicht (bis 9 mg-°!). Die Hunde erhielten reine Fleisch- 
kost. 

Tabelle III. 


Parathormone-Wirkung. 











ee U. Ca %o Vor oan voy = 
_ sruReitN mg-9/o Gesamt-Ca | der Injektion. 
10 || Kine Injektion, Narkose und Venesectio 8,4 66 47 
12 Gemischte Kost, eine Injektion 6,4 52 44 
24 » ‘j a 5,6 46 50 
14 Fleischkost, mehrere Injektionen 8,8 46 55 
17 _ . 3 9,0 47 55 
21 ¥ ‘. s 6,6 27 55 
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Weniger einheitlich sind die Ergebnisse nach einer kleinen Einzel- 
injektion (Nr. 12 und 24). Die Kost war nicht genau festgesetzt, jedenfalls 
zemischt und nicht genau dosiert. Nr. 10 scheidet fiir die weitere Betrachtung 
aus, da infolge der schlechten Venen des kleinen Hundes eine Venesectio 
im Chloréithylrausch zur Blutentnahme gemacht wurde. Den EinfluB der 
Narkose auf das u. Ca. habe ich nicht weiter verfolgt. 

Interessant sind die Verainderungen im Serum, die Parathormon- 
injektion am tetanischen Hunde verursachen (Nr. 6). Die Hormondosierung 
war absichtlich nicht sehr hoch, gerade ausreichend, um die tetanischen 
Erscheinungen zu beheben und einen déuBerlich normalen Zustand des 
Tieres herbeizufiihren. Wéahrend der Gesamtkalkgehalt des Serums um 
43% des Ausgangswertes wiachst, steigt das u.Ca. nur um 13%, wobei 
noch das geringe AusmaB des absoluten Wertzuwachses, der sehr nahe 
der Fehlerbreite der Methode liegt, zu beriicksichtigen ist. 

Die Verteilung der Serumkalkfraktionen verhalt sich somit in den 
Versuchen 6, 14, 17, 21 und 24 gleichsinnig, nur Nr. 12 zeigt prozentual 
stirker ansteigendes u.Ca. Die Resultate lassen eine hervorragende Rolle 
des u. Ca. gegeniiber dem Gesamtkalk nicht erkennen. 

Erwahnenswert ist, daS8 bei Hund Nr. 1 der Kostwechsel (Nr. 10, 13 
und 15) den absoluten Wert fiir das u. Ca. fast auf dieselbe Héhe bringt 
wie 2 Monate vordem eine Hormoninjektion bei gemischter Kost (Nr. 12). 
Der Gesamtkalk steigt aber nur im letzten Falle! 


4. Liquor und Serumultrafiltrat. 


Cameron und Moorhouse (4) haben den Liquor cerebrospinalis als das 
einwandfreieste Dialysat des Serums auf seinen Calciumgehalt hin unter- 
sucht, und zwar an normalen und parathyroektomierten Hunden, um den 
..frei gelésten Ca-Anteil*‘ des Serums auf diese Weise zu ermitteln. Direkte 
Vergleiche des Kalkgehalts von Serumultrafiltrat und Liquor liegen bisher 
nicht vor. - 

Tabelle iV. 





|| Ultrafiltrat Ultrafiltrat 











Nr Bemerkungen || vom Serum Liquor vom Serum Liquor 
mg-°/, Ca %/9 vom Serumgehalt 
2 | Normaler Hund, gemischte Kost, 
Serum Ca 8,8 mg-% 3,8 5,2 43 60 
23 Normal, gemischte Kost 5,4 5,7 50 58 
18 Normal, Fleischkost 6,0 5,9 56 55 
19 | Derselbe, tetanisch 3,3 5,1 63 100 
22 || Tetanisch 3,6 4,5 62 79 


Die Versuchsnummern 18 und 23, die von normalen Hunden stammen, 
geben der Ansicht von Cameron und Moorhouse recht. Auch der von ihnen 
angegebene Durchschnittswert fiir den Kalkgehalt des Liquors bei normalen 
Hunden (5,3 mg-%) stimmt sehr gut mit den von Pincus, Peterson und 
Kramer gefundenen und den vorliegenden Durchschnittswerten fiir das 
Serumfiltrat itiberein. 


Der Hund im Versuch 2 hat den schon erwahnten niedrigen Gesamt- 
wert des Serums und zeigt auch differierende Werte zwischen Serumfiltrat 
und Liquor. 
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Anders liegen die Verhaltnisse bei den operierten tetanischen Hunden 
Der Liquorkalk ist bei diesen zwar deutlich herabgesetzt (vgl. Cameron und 
Moorhouse), jedoch keineswegs in dem Mae, wie das u. Ca. des Serums 
Noch weniger Schritt halt sein Absinken mit dem des Serumkalkes (vg!. 
Spalte 4 in Tabelle IV). Schon Cameron und Moorhouse fanden durch 
Untersuchen des Liquorkalkes eine relative Zunahme des ,,frei gelésten‘ 
Kalkes bis auf 100°, des Serumkalkes (vgl. Nr. 19, Tabelle IV), d.h. es 
sollte praktisch genommen alles Serurncalcium aus seiner lockeren Eiweil,- 
bindung herausgehen und neben dem bei parathyreopriver Tetanie fast 
unverinderten Proteingehalt des Serums ,,frei gelést‘‘ existieren, eine 
Vorstellung, die bei der in Frage kommenden [H’'] des Blutes a priori sehr 
unwahrscheinlich ist. Nur bei der ,,Citrattetanie“ ist dieses Phanomen bishe: 
noch beschrieben worden (8). 

Aus anderen Untersuchungen wissen wir heute, daB die Meningen und 
die Kapillarwinde, die Liquor und Blut trennen, sich keineswegs wie tote 
Dialysiermembranen verhalten, sondern daB es sich hier um eine ,,Blut- 
Liquorschranke“ handelt, deren Bedeutung und Funktionen heute nur zum 
kleinsten Teile erkannt sind. Behrendt (2) hat bei der Spasmophilie im 
Sauglingsalter, Leicher (3) bei Tetanie anderer Genese den Calciumgehalt 
des Liquors fast unverandert gefunden (im Mittel 5,0 bzw. 4,7 mg-% Ca), 
auch bei stark herabgesetztem Serumkalkspiegel. Leider laBt die physio- 
logisch sehr sympathische und einfache Methode von Cameron und Moor- 
house gerade in dem Augenblick im Stich, wo sie am notwendigsten zu 
brauchen ware: Bei akuten Verainderungen im Blute! 


Zusammenfassung. 


1. Mit einer an anderer Stelle (7) beschriebenen Methode wurde 
der ultrafiltrierbare Anteil des Serumkalkes bei normalen Hunden 
bestimmt. Die Werte stimmen mit den von Pincus, Peterson und 
Kramer (1) gefundenen iiberein. Dariiber hinaus zeigte sich ein deut- 
licher Einflu8 auf die Kalkverteilung im Serum durch ausschlieBliche 
Fleischfiitterung (durchschnittlich 6 mg-°,, = 56°, vom Gesamtkalk 
filtrierbar) im Gegensatz zu vorziiglicher Kohlehydratnahrung (durch- 
schnittlich 5 mg-°,, = 47%, des Gesamtkalkes filtrierbar). 

2. Bei der experimentellen parathyreopriven Tetanie an Hunden 
findet ein fast gleichmaBiges Absinken der untersuchten Kalkfraktionen 
im Serum statt in Ubereinstimmung mit den meisten Resultaten von 
Pincus, Peterson und Kramer, jedoch zeigen die eigenen Versuche 
eher eine starkere Erniedrigung des Gesamtcalciums. Ein hervor- 
ragender Einflu8 des ultrafiltrierten Calciums auf die klinischen Er- 
scheinungen kann somit nicht konstatiert werden. 

3. Subkutane Injektion von Nebenschilddriisenextrakt (Collip- 
hormon) erhéhen bei normalen Hunden meistens den Gesamtkalk 
des Serums etwas starker als das ultrafiltrierbare Calcium. Dieses 
erreicht jedoch erstaunlich hohe absolute Werte (bis 9 mg-°,). An 
einem Hunde mit parathyreopriver Tetanie hatte die subkutane Hormon- 
gabe mit Schwinden der Krampfe vorziiglich ein Ansteigen des Gesamt- 
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serumkalkes zur Folge. Das ultrafiltrierbare Calcium wurde nur gering- 
fiigig dadurch erhéht. 

4. Bei normalen Hunden ist der Liquorkalk praktisch gleich dem 
ultrafiltrierbaren Calcium des Serums, bildet also sein physiologisches 
Ultrafiltrat. Bei akuten Veranderungen des Serumkalkes trifft dieses 
nicht mehr zu. 
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Versuche zur Bestimmung von Phosphorsiuren. 


Von 
Karl Hinsberg und Daniel Laszlo. 
(Aus der Medizinischen Klinik Freiburg i. Br.) 


(Eingegangen am 8. November 1929.) 


Auf Grund neuerer Forschungen steht der Phosphatstoffwechsel 
im Mittelpunkt des Interesses. Diese Tatsache ist vor allem der Ent- 
deckung neuer Phosphorséureverbindungen zuzuschreiben. 

Fiske und Subbarow (1) haben bereits eine Methode zur Bestimmung 
der Kreatinphosphorsiéure neben anorganischer Phosphorsiure an- 
gegeben; Lohmann (2) hat als erster versucht, die bis jetzt bekannten 
Phosphorsaureverbindungen nebeneinander zu bestimmen, wobei er 
selbst auf die prinzipiellen Mangel seiner Methode hinwies und die 
einzelnen méglichen Fehlerquellen genau angibt: 

Namlich 1. die bei der sauren EnteiweiBung auftretende Hydrolyse 
der siurelabilen Verbindungen und 2. die Bestimmung der einzelnen 
Fraktionen im Gemisch ohne vorherige quantitative Trennung. 

Beide hier angefiibrten Fehlerquellen kénnen nach Angabe der Autoren 
bei Einhaltung gewisser VorsichtsmaBregeln, soweit bisher bekannt, aut 
ein Minimum beschrankt werden. Es lag der Gedanke nahe, diese Fehler- 
quellen nach Tunlichkeit auszuschalten, und dieser Versuch ist Zweck 
vorliegender Arbeit. 

Wir haben deshalb: 

1. uns tiber die Leistungsfahigkeit der verschiedenen Mikro- 
methoden zur Bestimmung der Phosphorsiure ein Bild zu 
machen versucht; 

2. die Méglichkeit einer quantitativen Trennung und Bestimmung 
der isolierten Phosphorsiurefraktionen gepriift ; 

3. versucht, eine saure EnteiweiBung vollkommen zu umgehen. 

Diese Méglichkeit wird in einer gesonderten Arbeit besprochen. 

Aus den verschiedenen Versuchsreihen heben wir zwei Methoden 
hervor: die titrimetrische Bestimmung nach Newmann, modifiziert 
fiir Mikromengen nach Kleinmann, und die kolorimetrische Methode 
nach Fiske und Subbarow, in der Modifikation nach Lohmann und 
Jendrassik. 








gro. 
met 
nau 








se] 


ing 
fen 

er 
die 
yse 


len 


‘en 
tul 


ek 


'O- 


Zu 


ng 








K. Hinsberg u. D. Laszlo: Bestimmung von Phosphorsduren. 347 


Wie die in den Tabellen I und II angefiihrten Zahlen aus einer 
gréBeren Reihe zeigen, kann man sowohl titrimetrisch wie auch kolori- 
metrisch Phosphorséure mit der in der Literatur angegebenen Ge- 
nauigkeit bestimmen. 

Tabelle I. 


Bestimmung nach Neumann (Modifikation von Kleinmann). 





Orthophosphat 


ai Tad satis Fehler 

Vorgelegt Gefunden 

mg P20; mg P20; 0 
0,50 0,493 1,4 
0,50 0,540 + 8.0 
0,50 0,45 10,0 
1,00 1,023 + 23 
1,00 1,015 + 1,5 
1.00 1.090 + 0.0 
1,00 1,066 + 6,6 
1,09 1,006 t 0.6 
1,00 1,032 + 3,2 
1,00 1,022 + 29 
1,00 0,993 =i BF 
1,30 1,316 + 1,2 
1,40 1,43 + 21 
1,59 1,506 + 04 


Mittel: + 1,14% 


Tabelle Tl. 


Bestimmung nach Swbbarow (Modifikation Lohmann) kolorimetrisch. 





Orthophosphat 


- Fehler 

Vorgelegt Gefunden 

mg P20; mg P.O; %o 
0,20 0,197 — 1,5 
0,20 0,196 =i? 
0,20 0.202 110 
0,30 0,301 + 0.3 
0,50 0,508 - 1,6 
0,50 0,496 0,8 
0,75 0,733 — 2,2 
0,75 0,735 2,0 
1,00 1,059 + 5,0 
1,00 1,015 + 1,5 
1,50 1,499 — 0,75 
1,50 1.54 + 2.6 

Mittel: + 0,2% 


Wir haben uns davon iiberzeugt, dafB man bei der von uns vor- 
geschlagenen Methode, sowohl bei der titrimetrischen wie kolorimetrischen 
Bestimmung zu denselben Resultaten gelangt, und uns deshalb bei den 
spaiteren Reihenversuchen der Einfachheit halber auf die kolorimetrische 
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Methode beschrainkt. Die ersten Trennungs- und EntweiBungsversuch: 
haben wir der grundlegenden Bedeutung halber auch mit der Makr. 
Neumannmethode kontrolliert. 


Bestimmung der Orthophosphorsiure nach Fiallung als 
Magnesiumammoniumphosphat. 


Als erstes haben wir die Fallungsbedingungen von Orthophosphat 
in reiner wasseriger Lésung mit der von Schmitz angegebenen Magnesia- 
mixtur gepriift und gefunden, da8 bei kleinen Mengen die schén krista] 
liniseche Fallung bereits nach 30 Minuten quantitativ ist. Dieser Nieder 
schlag wird am zweckmaBigsten in Zentrifugenglisern erzeugt und 


die Wande des Glases vor dem Zentrifugieren abgekratzt und der 


Glasstab mit wenig verdiinntem Ammoniak abgespiilt. Um eine Uber- 
fiihrung fiir die nachfolgende kolorimetrische Bestimmung zu _ver- 
meiden, empfiehlt es sich, die Fallung direkt in spitzen, fein kalibrierten 
kleinen Zentrifugenglasern vorzunehmen. Wie aus der Tabelle II 
zu ersehen ist, verliert man auch bei 6fterem Auswaschen mit ver- 
diinntem wisserigen Ammoniak von dem Niederschlag nichts. Ein 
zweimaliges Nachwaschen, wobei der Niederschlag jedesmal aufgewirbelt 
wurde, geniigt, um andere Verunreinigungen fast vollstandig zu ent- 
fernen (Tabelle V1). 

Bei entsprechenden Fliissigkeitsmengen und engen Zentrifugen- 
glisern gelingt es nach einiger Ubung, noch 0,1 mg P,O, quantitativ 
zu bestimmen (Tabelle IV). 








Tabelle Ill. 
Unreines Orthophosphat mit Mg gefallt. 
Orthophosphat I 
sain Zugesetzt ‘Saleoien Fehler Bemerkungen 
mg P20; mg P20; i 99 

1,0 1,027 + 2,7 Nach 30’ zentrifugiert = 
1,0 1,128 +128 »  o Ff € 
1.0 0,962 — 38 ae =s 
1,0 1,053 + 53 - 30’ Imal zentrifugiert ( 2.3 
1,0 0,975 — 25 - 30’ 2mal - 3. 
1,0 0,993 — 0,7 . 30’ 3mal = 
1,0 1,014 + 1,4 - 30 2mal 

1,0 1,017 + 1,7 - 30’ 2mal ‘ = 
1,0 1,009 + 0,9 - 30’ 3mal = 
1,0 0,997 — 0,3 . 30° 3mal ‘ ; 
1,0 0,955 — 45 . 30’ 4mal _ = 
0,75 0,716 — 42 . 30’ 3mal ‘ = 
0,75 0,701 — 6,4 - 30’ 3mal Z 
0,75 0,702 — 6,4 - 30’ 3mal Fa = 
1,0 1,03 + 30 win. £ 
1,0 1,01 + 1,0 . 30 3mal a = 
1,0 0,996 — 04 . 30 3mal fe a 
1,0 0,98 — 20 - 30’ 3mal ‘ 
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Tabelle IV. 


Bestimmung der Orthophosphorséure in sehr kleinen Mengen nach 
Mg-Fallung kolorimetrisch. 





Orthophosphat 
~ Zugesetzt | —s @efundien re Fehler Bemerkungen 
mg PO; mg P20; %o 
0,2 0,199 — 0.5 », eutapeochond hlstnen Zentri- 
r pa ugenglisern 3mal zentrifu- 
0,2 0,195 a0 giert, mit 70°/sigem Alkohol 
0,2 0,198 —1,0 + NH, gewaschen 
0,2 0,195 — 2.5 
O01 0,0953 — 4,7 
0,1 0,0986 1,4 
0,3 0,296 — 1,33 
0,3 0,298 — 0,7 


Als nachstes muBte vor allem auf Grund der Lohmannschen An- 
gaben nachgepriift werden, wieweit die Pyrophosphate, in wechseln- 
den Mengen zu Orthophosphat zugesetzt, von Magn. mix. nieder- 
geschlagen werden. Wir haben in groBen Versuchsreihen folgendes 
feststellen kénnen: Frisch bereitetes Pyrophosphat gibt mit Magn. 
mix. keine Fallung. .Wird Pyrophosphat im Makroversuch zu Ortho- 
phosphorsaure im Verhaltnis 1:1 zugesetzt, der Magnesianiederschlag 
abfiltriert und entsprechend ausgewaschen (chlorfret), so enthalt der 
Niederschlag nur die Orthophosphorséiure. Anfangliche Versager 
(s. Tabelle V) kounten einwandfrei auf das ungeniigende Auswaschen 
des Niederschlags zuriickgefiihrt werden. Wie wir feststellen konnten 
geniigt zweimaliges Auswaschen des Niederschlags in Zentrifugen- 
glaisern vollkommen, um selbst in dem Falle, daB sehr grobe Pyro- 
phosphatmengen im Verhaltnis zu Orthophosphat anwesend sind. 
lediglich die Orthophosphorsaure zu bestimmen (Tabelle V1). 


Fiir diese Frage entscheidend waren die Bestimmungeén nach 
Neumann, bei denen ein eventueller Niederschlag von Pyrophosphat 
hatte mitbestimmt werden miissen, oder eime kolorimetrische Be- 


Tabelle V. 


Ortho- und Pyrophosphat in verschiedenen Konzentrationen mit Mg gefallt. 








Vorgelegt 
. Gefunden Fehler : 
Nr. Orthophosphat | Pyrophosphat Orthophosphat Bemerkungen 
mg P20; mg P20; 9/9 
1! vee 50 | 20 57.7 | + 154 Bestimmung nach Neu- 
mann, ungeniigend 
ausgew aschen 
2 20 20 32,8 + 64.0 Ebenso 
20 20 34.75 + 73,75 = 
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Tabelle VI. 
Bestimmung von Orthophosphat neben Pyrophosphat mit Mg-Fallung. 
Vorgelegt 
pine —— bain sting — Gefunden Fehler 
Orthophosphat | Pyrophosphat Bemerkungen 
Nr. mg P20; mg P2,05 mg P20; 9 
1 20,00 2,00 20,085 + 0,425 Bestimmt nach Neu 
19,93 — 0,37 | mann, filtriert bzw 
2 20,00 4,00 20,85 + 4,25 zentrifugiert und ent- 
21,00 + 5,00 sprechend aus- 
3 50.00 50,00 50,97 + 1,94 | ee 
+ 0,50 0,59 0,508 + 1,6 
0,50 0,59 0,496 — 0,8 
1,00 0,50 1,05 + 5,0 
1,00 0,59 1,015 + 1,5 
1,30 0,59 1,309 +0 
1,30 0,50 1,207 — 7,7* Kolorimetrisch be- 
1,50 0,59 1,522 +14 stimmt 
1,50 0,50 1,508 + 0.5 
5 0,20 0,05 0,203 + 1,5 
0,20 0,10 0,292 + 1,0 
0,20 0,20 0,205 +25 
0,00 0,20 - — 


* Wahrscheinlich Analysenfehler. 


stimmung nach vorangegangener Hydrolyse eines eventuell mit- 
gefallten Pyrophosphats. 

Wie aus unseren eigenen Versuchen und den iibereinstimmenden 
Literaturangaben hervorgeht, kommt eine Mitfallung anderer, bisher 
bekannter Phosphorsdureverbindungen (Hexose-, Glycerin-, Adenosin- 
phosphorsaure) nicht in Frage. Was das Phosphagen anbelangt, so 
hat bereits Lohmann festgestellt, daB es selbst bei langerem Stehen 
mit Magn. mix. in ammoniakalischer Lésung keinen Niederschlag gibt. 

Aus vorstehenden Versuchen schlieBen wir, dap es gelingt, aus einem 
Gemisch verschiedener organischer und anorganischer Phosphorsdure- 
verbindungen ausschlieBlich die Orthophosphorsdure niederzuschlagen und 
quantitativ zu bestimmen. 


Bestimmung der Pyrophosphorsiure als Caleciumpyrophosphat. 


Die Isolierung des Pyrophosphats nach Berthelot als Magnesiumsalz 
in essigsaurer Lésung ist fiir Mengen von etwa 1 mg P,O, nicht angingig. 
Die Léslichkeit des Mg-Pyrophosphats ist zu groB, als daB in Mikromengen 
eine quantitative Abscheidung in Frage kame. Das gleiche gilt fiir 
das Zinksalz. Es bleibt also nur tibrig eine Fallung durch Erdalkali- 
metalle bei alkalischer Reaktion und einem Uberschu8 des Fallungs- 
mittels, wobei allerdings die Orthophosphorsaéure mitgefallt wird, 
dagegen die entsprechenden Salze des ,,Lactacidogens“ und Phos- 
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phagens usw. in Lésung bleiben. Wir haben uns nach Vorversuchen 
sur Fallung durch Ca entschieden, weil die Kalkionen bei der nach- 


folgenden kolorimetrischen Bestimmung nicht stéren (s. weiter unten). 


Das Prinzip dieser Methode ist demnach, nach Auswaschen und 
Hydrolyse des Caleiumniederschlags die Menge der Ortho- und Pyro- 
phosphorsaure zu bestimmen und letztere nach Abzug der mittels 
der Magnesiafaillung gefundenen Orthophosphorsiure zu_berechnen. 
Das Verfahren ergibt sich aus der Tatsache, daB die Kalk-Ortho — Pyro- 
fallung quantitativ ist bzw. geniigend ausgewaschen werden kann. 
Die Kalkfallung ist fiir Ortho- oder Pyrophosphat allein, wie fiir beide 
gemeinsam, quantitativ, laBt sich mit verdiinntem 70° igen ammo- 
niakalischen Alkohol auswaschen und wird durch die Anwesenheit 
anderer hier in Betracht kommender organischer Phosphorverbindungen 
nicht gestért. Der Kalkniederschlag darf mit verdiinntem wiasserigen 
Ammoniak nicht ausgewaschen werden (s. Tabelle VII). Bei der 
kolorimetrischen Bestimmung des Niederschlags ist es notwendig, zur 
Lésung und Hydrolyse desselben statt 5 cem 15 cem 5 n Schwefelsaure 
anzuwenden, da bei geringerer Schwefelsiurekonzentration die Ca-ionen 
stérend wirken. Der Standard wird selbstverstandlich analog mit 
l5cem H,SO, angesetzt (s. Tabelle VIII). 


Auf Grund obiger Modellversuche kénnen wir also sagen, dap sich 
aus einem Gemisch verschiedener Phosphorsiureverbindungen einerseits 


Tabelle VII. 


Bestimmung yon Ortho- und Pyrophosphat durch Ca-Fillung nach 
Hydrolyse kolorimetriert. 





Vv Vorgelegt Gefunden 
ae — a mg P20; Fehler , 
such Orthophosphat Pyrophosphat | symme Orthoph. Bemerkungen 
Nr. mg P20, mg P20; + Pyroph. 0/5 
1 0.8 0,686 14,9 Mit ome es 
+ 4 waschen und kolori- 
id 0,8 0,681 15,0 metrisch bestimmt 
1,1 0,959 — 13,9 Verluste dureh Aus- 
- 1.1 0.939 15.0 waschen mit Wasser 
~~ 1,4 1,189 — 16,0 
ws 14 0,148 — 18,0 
0,5 0.5 0.923 — 77 
0,5 0,5 0,936 — 64 
0.5 0,5 0,933 — 6,7 
0,5 1,0 1,333 - 18,0 
2 — 1,0 C97 — $8.0 | Gewaschen Omal) = 
_ 1,0 0,89 — 11,0 . Imal = Z 
— 1,0 0.70 - 30.0 . 2mal = 
— 1,0 0.76 —— 94 0 e 2mal_ mit 
verd. Mg 
3 0.5 0.5 0.973 2,7 % 2mal_ mit 
0.5 OF 0.990 = 10 70°/9ig. Alk. + NH, 


23 * 











352 K. Hinsberg u. D. Laszlo: 


Tabelle VIII 
wie Tabelle VII. 





Vorgelegt 


Ver- Gefunden ‘ehle 
such Orthophosphat Pyrophosphat total anes Bemerkungen 
Nr. mg P20; mg P20; mg P20; t 
1 0,52 0,52 1,033 0,7 
1,028 1,2 
2 1,00 0,52 1,475 — 3,0 
3 0,5 0,5 0,973 2,7 
0,990 —1,0 
4 1,0 ie 0,960 40 
— 0,971 — 2,9 
5 - 1,0 0,970 — 3,0 
_ 1,0 0,985 — 1,5 
6 1,0 0,996 0,4 shane te 
1,0 cial 1,010 + 1,0 | acht Versuchen 
7 0,2 - 0,207 + 3,5 
0,2 0,05 0,255 +20 
0,2 01 0,301 + 0,3 
0,2 0,203 1.5 


Tabelle IX. 


Bestimmung von Ortho- und Pyrophosphat nebeneinander durch Mg- bzw. 
Ca-Fallung kolorimetrisch. 





. Vorgelegt Gefunden 
er- . —_— — —_— . . . 
e » ehle 
such Orthoph. Pyroph 1. Fehler I. a o— 
, Orthoph. Orthoph. 
Nr. mg P,0; mg P20; Ff + Pyroph. 
1 0,52 0,52 0,517 — 0,6 1,073 0,553 + 33 
0,52 0,52 0,515 — 1,0 1,032 0,512 - 0,7 
2 1,00 6,52 0,983 — 1,7 1,496 0,496 — 1,5 
1,022 + 2,2 1,479 0,479 - 2,6 
3 1,0 0,50 0,958 — 4,2 _ — ~~ 
1,052 + 5,2 — — -- 
4 1,0 0,5 0,980 — 2,0 1,460 0,480 — 4,0 
0,973 — 2,7 1,480 0,507 + 1,4 


die Orthophosphorsiure allein, wie auch die Ortho +- Pyrophosphor- 
sdure zusammen, abscheiden laBt (s. Tabelle IX). 


Wird durch vorhergehende saure Hydrolyse entweder bei 38° in 
Gegenwart von Molybdat nach Lohmann oder in siedendem Wasserbad 
das Phosphagen gespalten, so kann die daraus entstandene Ortho- 
phosphorsaure je nach der gewahlten Versuchsbedingung mit Magnesia- 
mixtur ausgefallt oder mit Ca zusammen mit Pyrophosphat nieder- 
geschlagen werden. Im ersten Falle bestimmt man die Ortho- und 
Pyrophosphorsaure, im zweiten Falle die Ortho-, Pyro- und Phos- 
phagenphosphorsaure. Bei der Uberpriifung dieses Trennungsverfahrens 
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am Froschmuskel nach der EnteiweiBung mit Trichloressigsiure sind 
wir im wesentlichen zu dem von Meyerhof, Lohmann und Nachmansohn 
angegebenen Werten gekommen (3). 

Eine vollstandige Analyse der verschiedenen, hier nicht beriick- 
sichtigten Phosphorsiureverbindungen kann durch Veraschung des 
Filtrats bzw. Exposition des Muskels bei alkalischer Reaktion und 
nachfolgender Fallung durchgefiihrt werden. 


Literatur. 


1) Fiske und Subbarow, Journ. of biol. Chem. 81, 665; Davenport, 


Dixon und Ranson, ebendaselbst 88, 745. 2) Lohmann, diese Zeitschr. 202, 
466, 1928. — 3) Nachmansohn, ebendaselbst 196, 73ff., 1928. 
4 








Eine Methode zur EnteiweiGbung mit Quecksilber in neutraler 
oder alkalischer Liésung. 


Von 


Karl Hinsberg und Daniel Laszlo. 
(Aus der Medizinischen Klinik Freiburg i. Br.) 


(Eingegangen am 8. November 1929.) 


Wie in der vorigen Arbeit bereits kurz erwahnt, war unser Be- 
streben, eine EnteiweiBung von Blut oder Muskel in saurer Lésung zu 
vermeiden. 


Die Entfernung des EiweiBes in konzentriertem Alkohol ist nicht 
angaéngig, und das kolloidale Eisenhydroxyd als neutrales EnteiweiBungs- 
mittel hat fiir uns den Nachteil, daB ein unberechenbarer Teil der Phosphat - 
fraktion mitgefallt wird. Das von Michaelis und Rona angegebene Kaolin 
wie auch andere Absorbentia waren fiir unsere Zwecke nicht zu verwenden. 
Nach verschiedenen negativen Versuchen kamen wir dazu, Quecksilber in 
neutraler «der alkalischer Lésung bei Gegenwart von Kochsalz anzuwenden, 
da ‘sich dann lésliche Komplexe von HgCl, und Phosphaten bilden. Wi 
gingen vom Quecksilberchlorid in Kochsalz, gepuffert mit Natriumacetat, 
aus und fanden, daB das Fallungsreagens alkalisch, das eiweiBfreie Filtrat 
aber oft schwach lackmussauer wurde. Das Sauerwerden des Filtrats 
verhinderten wir durch Zusatz von Bicarbonat bzw. Borat unmittelba: 
nach dem Quecksilberzusatz, wobei wir aber dem Borat den Vorzug geben. 
Die EnteiweiSung gelingt selbst bei stark alkalischer Reaktion, ohne da®B das 
komplex gebundene Quecksilber als Oxyd ausgefallt wurde. Man hat es 
selbstversténdlich in der Hand, die Reaktion des Filtrats je nach Zusatz 
einer gréferen oder geringeren Menge Borat zu beeinflussen. Das von uns 
verwendete Reagens setzt sich folgendermaBen zusammen : 

150 cem gesattigter Quecksilberchloridlésung werden mit 70 g kristalli- 
siertem Natriumacetat und 10g Kochsalz versetzt. Zur Neutralisation 
verwenden wir eine 4%ige Lésung von Natriumborat, die aber nach Belieben 
verdiinnt werden kann. 

Man gibt z. B. zu 1cem Serum mindestens 4cem Wasser und 2 ccm 
Quecksilbermixtur und sofort etwa 3 ccm Borat in der angegebenen Reihen- 
folge und erhaélt dann ein wasserklares Filtrat, welches lackmusalkalisch 
ist und die Sulfosalicylsiureprobe nicht zeigt. 


In erster Linie haben wir uns davon iiberzeugt, ob durch diese 
Art der EnteiweiBung im Modellversuch die zugesetzten Mengen an 
den uns zurzeit interessierenden Phosphaten wiedergefunden werden 
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Tabelle La. 


305 


Zusatz von verschiedenen Phosphaten zu Serum und direkte Bestimmung 
ohne vorherige Fallung. 

















z E Zusatz in mg P.O; Gefunden 
2 5 =e pee : - — a = Fehler Bemer- 
= 2 Ortho- Pyro- Amino- Ortho- Pyro- | Amino- kungen 
= 5  phosphat phosphat phosphat phosphat phosphat phosphat 
> Tt. 
| 10 50 — 50,15 + 0,3 
1/1/10 50 48,92 2,16 | Nach 
| ” Neumann 
| 20 50 | 50 45 134,81 total — 70 Leerwert 
10|| 50 Hexosephosphorsaure gefund. 48,92 — 2,16 ||| desSerums 
| abgezogen 
{ 10} 50 — - 50,10 - + 0,2 
24/10) - 29,8 — 29,18 — 2,0 
| 10) — 44,99 _ 42.5 5.5 
Tabelle 1b. 
Ansitze wie Tabelle La. 
y Zusatz in mg P3205) Gefunden Zusatz 
er- baat entiace i SE ne 0) a: ee 
— Serum || Ortho- Pyro- Ortho- Pyro- 4 fir oa Fehler 
Nr. phosphat phosphat | phosphat phosphat|| Serum , Mittelwert %F/, 
| 2 0,5 _ 1,104 — 0,604 1,054 + 5,0 
1 2 | 0,75 1.290 - 0540 | 1304 | —10 
i 2 | 1,00 1520 — | 0520 1.554 18 
Mittel: 0,554 
2 0,5 — 0,782 0,282 0,726 + 7,7 
‘ 2 07 0,937 0.237 0926 +12 
r 2 0,9 1,112 0,212 1,126 — 1,2 
2 1,1 1,292 0,192 1,326 2,6 
2 - 0,5 - 0,766 0,266 0,726 + 5,5 
3 | 2 0,7 0,956 | 0,256 0,926 +- 3,2 
’ 2 0,9 1,117 0,217 1,126 — 0,8 
2 11 1245 0,145 = 1,326 = — 6.2 
Mittel: 0,226 
2 0,5 — 1,069 - 0,582 0,996 +74 
0,5 1,096 
4 2 0,75 — 1,213 0,492 1,246 2.8 
0,75 1,269 
2 1,0 — 1,474 0,456 1,496 —15 
1,0 1,421 _ 
2 - 0,5 — 1,028 0,524 0,996 + 33 
— | o— 1,923 
5 2 -- 0,75 1,222 0,504 1,246 —19 
: — 1,281 
2 — 1,0 — 1,419 0,420 1,496 51 
— _— 1,421 
Mittel: 0,496 
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Wir haben dies in der Weise gepriift, da8 wir zu Serum verschieden, 
Mengen verschiedener Phosphate zugesetzt und einen aliquoten Tei! 
des Filtrats entsprechend aufgearbeitet und bestimmt haben. Wi: 
konnten hierbei feststellen (Tabellen Ia und Ib), daB 1. im aliquotey 
Teil der Zusatz wiedergefunden wurde, und 2. bei der fraktionierte: 
Fallung des Filtrats eine Verainderung der zugesetzten Verbindung in 
Sinne einer Spaltung nicht erfolgt ist. Tabellen IT und III). 

An dieser Stelle sei erwahnt, daB selbstverstindlich bei eine: 
anschlieBenden Magnesiafallung durch das zugesetzte Ammoniak 
Quecksilberoxyd ausgefallt wird, was sich durch Zusatz von 1 bis 
2ccm einer 2°,igen NaCN-Lésung verhindern ]4Bt. Die Magnesia 
fallung leidet durch diesen Zusatz keinen Schaden. Des weiteren haben 


Tabelle II. 


Zusatz von verschiedenen Phosphaten im Gemisch zu Serum und getrennt: 
Bestimmung durch Mg-Fallung. 














Zusatz in mg P205 Gefunden 
Ver- . ¥ me serene aaa Bemer- 
— Serum || Ortho- Pyro- Amino- Ortho- Fehler kungen 
phosphat phosphat | phosphat phosphat %, 
se ee. 0,5 fo o— _ 0,924 — 5,0 
2 0,5 0,5 —_ 0,953 + 0,6 
2 1,0 0,5 1,416 — 3,4 
2 1,0 0,5 “- — _ 
2 1,5 0.5 — 1,925 — 1,6 Serum J 
2 1,5 0,5 1,905 —_ 2,4 ge pe mg 
2 0,5 1,0 0,946 —08 oe 
‘a ST a | — 0.960 +20 | Seimmt und 
2 1,0 1,0 _ 1,452 +02 | in Abzug 
2 1,0 1,0 we ao gebracht 
2 15 1,0 1,935 —1p 
2 1.5 1,0 - 1,945 4 
9 aah aie > 
2 = | Bt ao 
( 2 0,5 _ 7 0,708 +81) im Mitte 
9 2 0,7 - , 0,866 +11 | O35 me: 
} 2} a7 | — | — | opso Of petite. 
2 1,1 -- - 1,220 — 28 rechnet 
2 0,5 0,25 | 0,50 1,075 + 1,1 
2 0,5 0,25 0,50 1,042 — 2,1 
2 1,0 0,25 | 0,50 1,482 5,2 
2 1,0 0,25 0,50 1,489 — 5,0 
2 1,5 0,25 } 0,50 2.092 + 1,4 im Mitel 
3 2 1,5 0,25 | 0,50 2,083 + 1,0 0,563 mg, 
: 2 0,5 0,50 1,00 1.146 + 7,9 _daraus 
2 0,5 0,50 1,00 1,087 +22 
2 1,0 0,50 1,00 1,544 — 1,2 
2 1,0 0,50 1,00 1,537 ie 
2 1.5 0,50 1,00 | 2115 425 
2 1,5 0,50 1,00 2,064 ) 














Zuss 


serul 


LO DO DO DO LO DO LO DO LD WD LO LO 


wir 

zwe 
eine 
ents 
met 
Aus 
gest 


fiir 








Erie 


sy 


eu 


Vii 


te! 


in 


el! 
lak 
bis 


en) 








EnteiweiBbung mit Quecksilber. 


Tabelle ITI. 


Zusatz von verschiedenen Phosphaten im Gemisch zu Serum und getrennte 


Bestimmung durch Ca-Fallung. 





Gefunden 


Zusatz in mg P.O; Summe Zasatz 
Ortho- 4 + Serum 
Serum ies meneame phosphat | 4. Serum J Fehle 
Ortho- Pyro- Amino- RH. oe oer 
phosphat phosphat phosphat ae em 
2 0,5 0,25 0,25 1,241 0,491 1,261 1,6 
2 0,5 0,25 0,25 1,236 0,486 1,261 —19 
2 1,0 0,25 0,25 1,763 0,513 1,761 6 
2 1,0 0,25 0,25 1,766 0,516 1,761 
2 1,5 0,25 0,25 2,247 0,497 2,261 0,6 
2 1,5 0,25 | 0,25 2,250 0,500 2,261 05 
2 0,5 0,50 | 0,50 1,501 0,501 1511 * —07 
2 0,5 0,50 0,50 1,500 0,500 1.511 0,7 
2 1,0 0,50 0,50 2,050 0,550 2,011 + 2,0 
2 1,0 0,50 0,50 2,049 0,549 2,011 + 1,9 
2 1,5 0,50 0,50 2,519 0,519 2,511 + 0,3 
2 1,5 0,5 0,50 2,510 0,510 2,511 0 
Mittel : 0,511 


wir festgestellt, daB das Cyanid sich auch bei der Kalkfallung als sehr 
zweckmaBig erwies, da sonst bei der kolorimetrischen Bestimmung 
eine Triibung durch ausfallendes Quecksilbermolybdat entsteht. In 
entsprechenden Versuchsreihen haben wir gefunden, daB die kolori- 
metrische Bestimmung durch die tin Betracht kommenden, nach dem 
Auswaschen noch vorhandenen Salzbeimengungen in keiner Weise 
gestort wird. 

Wie in der vorigen Arbeit ausgefiihrt wurde, war unser Bestreben, 
fiir die saurelabilen Phosphatfraktionen eine EnteiweiBungsmethode 
zu schaffen, bei der eine saure Hydrolyse dieser Fraktionen aus- 
geschlossen ist. 

Im vorstehenden haben wir gezeigt, daB sich mit unserer Ent- 
eiweiBungsmethode die Fraktion der Ortho- und Pyrophosphorsiure 
einwandfrei bestimmen laBt. Es interessierte uns aber noch das Ver- 
halten des besonders saurelabilen Phosphagens, da wir von vornherein 
auf Grund verschiedener iibereinstimmender Literaturangaben es 
theoretisch fiir richtig halten mukten, jegliche Beriihrung der Muskeln 
mit Sauren zu vermeiden. Als Kontrollmethode diente uns fiir diese 
Methode das Verfahren von Lohmann und Nachmannsohn. Wir haben 
die korrespondierenden Froschgastrocnemii einerseits mit Trichlor- 
essigsdure, andererseits mit Quecksilbermixtur in alkalischer, neutraler 
und auch schwach saurer Reaktion enteiweiBt und die Fraktionierung 
nach den in der vorigen Arbeit ausgefiihrten Verfahren durchgefiihrt. 








a 
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Auf die tabellarische Darstellung der diesbeziiglichen ausgedehnte: 
Versuchsreihen glauben wir verzichten zu kénnen und fiihren nw 
unsere Befunde zusammengefaBt an: 


1. Wir haben, wie schon erwaihnt, nach EnteiweiBung mit Trichlor 
essigsaure in der Mehrzah| der Versuche die gleichen Ortho-, Pyro- und 
Phosphagenwerte erhalten (bis 73°,, Phosphagen), wie dies von der 
Meyerhoffschen Schule beschrieben ist. (1. c.) 

2. In den korrespondierenden Muskeln haben wir nach der Queck- 
silberenteiweiBung bei wechselndem pg fast stets héhere Ortho-, gleich: 
Pyro- und kleinere Phosphagenwerte erhalten, wobei die héheren Ortho- 
phosphatwerte die Verminderung der gefundenen Phosphagenwerte 
bedingten. Es ist aber auffallend, daB die mit der Hg-Methode ge. 
fundenen Orthophosphatwerte fast konstant 0,3 mg P,O,; pro Gramm 
Muskel héher sind, wie die gleichen Werte nach der Trichloressigsaure- 
enteiweiBung. 

3. Nach diesen Befunden muSten wir nach der vorliegenden 
Literatur in erster Linie an eine katalytische Phosphagenspaltung 
durch das Hg” denken. Wir haben jedoch in einwandfreien Versuchs- 
reihen feststellen kénnen, daB sich der sofort bestimmbare Orthowert 
innerhalb 2 Stunden im Eisschrank nicht erhéht, eine Katalyse zu- 
mindest nicht nachweisbar ist. Wir haben sogar feststellen kénnen, dai 
bei 24stiindigem Stehenlassen der neutralisierten Trichloressigsaure- 
bzw. Hg-Mulkelfiltrate im ersten Falle die Orthowerte zunehmen, im 
zweiten Falle sogar abnehmen und sich nach 24 Stunden den sofort 
mit,Trichloressigsaure gefundenen Orthowerten stark nahern (Synthese ?). 
Auf Grund dieser Feststellung kommt eine katalytische Phosphagen- 
spaltung durch Hg kaum in Frage. 


Ob die héheren Orthophosphatwerte auf eine méglicherweise 
nur um Sekunden langsamere EnteiweiBung des Gewebes durch die 
Hg-Mixtur oder aber auf einen noch labileren, bisher unbekannten 
Teil der ,,Phosphagen“-Fraktion zuriickzufiihren ist, kann durch die 
vorliegenden Versuche nicht entschieden werden. 
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Jodstoffwechselversuch an milchenden Ziegen. 
a Von 
Stefan Weiser und Arthur Zaitschek. 
(Aus der kgl. ungar. tierphysiologischen Versuchsstation in Budapest.) 


(Eingegangen am 8. November 1929.) 


Die Frage des Ubergangs von Jod — in Form von Jodkali ver- 
abreicht — in die Mileh war Gegenstand zahlreicher Untersuchungen. 
Stoffwechselversuche aber, die dariiber Auskunft geben, wie sich 
das an milchende Tiere verfiitterte Jod in Kot, Harn und Milch verteilt 
und wie groB die Menge ist, die vom Organismus zuriickgehalten 
wird, sind unseres Wissens noch nicht ausgefiihrt. worden. Nach- 
gewiesen ist nur, in welchen Organismen sich das in der Nahrung zu- 
gefiihrte Jod anhauft und wie groB der Jodgehalt der Milch bei 
wechselnd groBen Jodgaben ist. Wie erwahnt, fehlen aber Daten 
dariiber, wie groB die Menge ist, die vom Nahrungsjod in der erwahnten 
Weise zur Verwertung gelangt. Um hieriiber Aufklirung zu erhalten, 
fiihrien wir an zwei Ziegen, die in Form von Jodkali gréBere Jod- 
mengen erhielten, Stoffwechselversuche aus, deren Einrichtung die 
folgende war. 

Zwei gesunde, frischmilchende Mutterziegen bekamen als Tages- 
futter 1 kg Heu und 800g Kraftfutter, das aus 200 g Gerstenschrot, 
200 g Maisschrot und 400 g Kleie zusammengesetzt war. Mit dem Kraft 
futter innig vermischt bekamen die Tiere pro Tag und Kopf 17,3 bzw. 
16,6 g kohlensauren Futterkalk, dem rund 0,3 °,, Jodkali zugesetzt war. 
Trinkwasser konnten die Tiere ad libitum aufnehmen. Mit dieser 
Ration wurden die Tiere 26 Tage vorgefiittert, kamen dann in einen 
Stoffwechselkasten, in welchem sie 8 Tage lang verblieben. Wahrend 
dieser Zeit wurde die Menge des aufgenommenen Wassers, des aus- 
geschiedenen Kotes, Harns und der Milch bestimmt. Da sich zur 
Trennung von Kot und Harn die gebrauchlichen Einrichtungen nicht 
im erwiinschten Mae bewahrten, wurden die Tiere wahrend der 
ganzen Versuchszeit Tag und Nacht beobachtet. Kot und Harn konnten 
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nur auf diese Weise getrennt und quantitativ gesammelt werde: 
Der Verlauf des Versuchs ist aus folgender Tabelle ersichtlich. 


Vorfiitterung: 11. Mai bis 3. Juni 1929. 
Versuchsdauer: 4. bis 11. Juni 1929. 
Versuchsfutter: 1 kg Heu, 200g Gerste, 200g Mais, 400g Kleie und 
17,3 ¢ Jodkalk. 
Ziege Nr. 2. 





Versuchstag Trinkwasser Kot Harn 
ecm £ ccm 

1. 1680 852,4 990 

2. 2439 1009,0 $25 

3. 2040 1184.9 1290 

4. 1740 1110,0 990 

5. 2430 1115,2 1210 

6. 2000 1238.3 1370 

7. 1990 1133.3 1120 

8. 1800 1077,8 1060 
Durchschnitt 2013,7 1099.1 1107 


Ziege Nr. 3. 





Versuchstag Trinkwasser Kot Harn 
cem g ecm 

1. 2540 1839.4 1630 

2. 3220 1817,2 1440 

3. 2800 1611,0 1300 

4. 3260 1630,0 1790 

5. 3730 1469.6 2110 

6. 2830 1481,1 2070 

2. 3600 1294,0 2210 

8. 3320 1428.7 2620 
Durchschnitt 3162,5 1571.4 1896 


Vom Kot, Harn und von der Milch wurden taglich aliquote Teile ab- 
gewogen bzw. gemessen und am Schlu®B des Versuchs vereint. Im Futter. 
Wasser, Kot und Harn wurde der Jodgehalt in den auf diese Weise her- 
gestellten Durchschnittsproben bestimmt, bei der Milch wurde aber de: 
Jodgehalt auBerdem auch taglich bestimmt. Das Abwiegen des taglich 
verabreichten Jodkalis geschah fiir den ganzen Versuch auf einmal; sein 
Vermischen mit dem kohlensauren Futterkalk wurde mit gréBter Sorgfalt 
durchgefihrt. 

Die Jodbestimmungen wurden nach der L. Winklerschen Methode! 
durch Oxydation mit Chlorwasser ausgefiihrt, wobei die Vorbereitung de: 
Substanz nach dem Verfahren R. Bodos? erfolgte, welches wir nach unseren 
Erfahrungen modifiziert folgendermaBen anwenceten : 


1 Zeitschr. f. angew. Chemie 28 I, 469. 
* Diese Zeitschr. 161, 401, 1926. 
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50 ccm Milch bzw. Harn, 10 g des lufttrockenen Kotes bzw. des Futter- 


iittels wurden im Nickeltiegel bei Fliissigkeiten mit 7g Atznatron, bei 
esten Substanzen mit 25 ccm 28 %iger Atznatronlésung eingedampft und 
ernach vorsichtig ohne NaNO, verascht. Die Asche wurde mit jodfreiem 
lestillierten Wasser wiederholt ausgelaugt, nicht veraschte Reste wurden, 
suletzt in einer Platinschale, verbrannt. Die jodhaltige, wasserige Lésung 
wurde mit konzentrierter HCl in einem bedeckten Becherglas neutralisiert, 
auf die vorgeschriebene Aziditat eingestellt und nach Winkler titriert, 
wobei zum Freimachen des Jods festes, chemisch reines Jodkali benutzt 
wurde. 


Es wurden stets drei Bestimmungen jede parallel aus- 
gefiihrt, indem 1. die zu priifende Substanz, 2. diese nach Hinzufiigen 
einer bestimmten Jodkalimenge (z. B. einer Losung von 0.05 mg KJ), 
3. eine Jodkalilésung mit bekanntem Jodgehalt untersucht wurde. 


Jodgehalt der Einnahmen. 





Milligramm in 100g Milligramm in 100¢ 
ERE 0,06609 Trinkwasser. . 0,0002 
Kraftfuttergemenge 0,01701 Im Futterkalk . 223,52 


Der Gehalt des Heues deckt sich vollkkommen mit einem von 
K. Scharrer und J. Schwaibold' angegebenen Wert: 0.067 mg J in 
100g Heu. Das Kraftfutter enthielt auch in unseren Versuchen be- 
deutend weniger Jod als das Heu. Fiir das Trinkwasser erhielten 
wir nahezu denselben Wert, wie Th: v. Fellenberg fiir ein Berner 








Wasser®. 
Jodgehalt des Kotes. 

Jod- i y 

Wassergehalt in © » ete Fong coe” 
ee a ee 54,02 2,282 
OS er 62,89 0,822 
Kontrolltier 1 (ohne Jod) 0,073 
Kontrolltier 4 (ohne Jod) — 0,076 


Wie ersichtlich, war bei den zwei Jodziegen trotz der fast gleichen 
Jodaufnahme der Jodgehalt des Kotes ein stark verschiedener, was 
aber nicht ausschlieBlich mit der pro Tag durchschnittlich entleerten 
Kotmenge (Ziege 2 1090,1 g, Ziege 3 1571,4g) erklart werden kann. 
Der Jodgehalt des Kotes der Kontrolltiere ist ein ganz geringer. 


1 K. Scharrer, Biochemie des Jods, 8. 144. 
*1.c., S. 54. 
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Jod im Harn. 





mg in 1000 ecm mg in 1000 cen 
Harn Harn 
BO Boas, 6 ee 12,058 Kontrolltier 1 (ohne Jod) 0,063 
BM eo es 28 7,096 Kontrolltier4 (ohne Jod) 0,039 


Die beim Kot gefundenen Unterschiede traten also auch beim 
Harn auf. Wahrend aber die Verschiedenheit im Jodgehalt des Harns 
sich durch die ungleiche tagliche Harnmenge erklirt (bei Ziege 2 
1107 cem, bei Ziege 3 1896 cem pro Tag), war dies beim Kot nicht 
der Fall. Der Jodgehalt war im Harn der Kontrolitiere fast ebenso 
gering wie im Kot. 


Der Gehalt an Jod in der Milch war bei den zwei Jodtieren der 





folgende : 
Ziege Nr. 2 Ziege Nr. 3 
 Jod- Tigliche | Jod i Joa Tigliche | Jod i 
Versuchstag = in 1 Liter Mileh- der Fagee- in 1 Liter Milch- | der Tagee- 
Milch menge milech Milch menge mileh 
mg Liter mg mg Liter mg 
1. 1,926 1,700 3,2742 1,123 1,800 2,0214 
2. 4,799 1,900 9,1010 9,430 1,900 17,9170 
8. 1,460 1,900 2.7740 4,788 1,890 8,6184 
4. 3,796 1,900 7,2124 6,336 1,800 11,4048 
5. 3,970 1,800 7,1460 12,22 1,700 20,7434 
6. 3,708 1,900 7,0452 6,190 1,800 11,1420 
7. 4,818 1,800 8,6724 2,914 1,709 83,4238 
8. 6,132 1,900 11,6508 7,912 2,000 15,8240 
Durchschnitt 3,825 1,813 | 7,1095 6,249 1,850 11,3869 


Die Jodausscheidung in der Milch ging also bei beiden Ziegen 
sehr ungleichmaBig vor sich, trotzdem die Tagesmenge der Milch eine 
ziemlich konstante war. Die Durchschnittswerte wurden noch in 
der Weise kontrolliert, daB von der Tagesmilch ein Zehntel abgemessen 
und der Jodgehalt dieses Gemisches separat bestimmt wurde. Auf 
diese Weise ergab sich bei Ziege 2 in 1 Liter Milch ein Jodgehalt von 
3,675 mg, fiir Ziege 3 von 6,760 mg, welche Werte mit den obigen 
Mittelwerten ganz gut iibereinstimmen. Aus obigen Zahlen geht 
hervor, da8 der Ubergang des Jods in die Milch trotz gleichbleibender 
Jodaufnahme ein sehr schwankender ist. In der Milch der ohne Jod 
gehaltenen Kontrolltiere waren pro Liter 0,025 bzw. 0,026mg Jod 
enthalten. 


Auf Grund der obigen Daten ergibt sich fiir den Jodumsatz das 
folgende Bild: 
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Ziege Nr. 2 Ziege Nr. 3 
Einnahmen: 
Bo is OF LAs eed 38,6703 mg 37,1057 mg 
ee es sw aS ete eee 0,6609 , 0,6609 
I eg as cin ew lo ee 01361, 0.1361 
i. 6 eee ee Oe Ss 0,0097 ., 0,0128 
Gesamteinnahme: 39,4770 mg 37,9155 mg 
Ausgaben : 
SI, Sel Bf ok 6 oe RE ee 8 2.4876 mg 1.2917 mg 
“es ee eee 13,3621 , 13,4703 
i cs os ee ee ee 7,1095 , 11,3868 
Gesamtausgabe : 22,9592 mg 26,1488 mg 
Im Organismus verblieben . .... . + 16,5178 , + 11,7667 


* Mitinbegriffen das dem Kraftfutter zugesetzte Wasser 


Die Verteilung des ausgeschiedenen Jods in Prozenten war folgende: 





Ziege Nr. 2 Ziege Nr. 3 
SSN Akula Aa. ale, og cal et co 6,30 % 3.41% 
I. 5 ia hee ee me we 33,87 , 35,52 , i 
I ss Gc ee eck a's ce 18,92 , 30,03 , 
Nhs Og Ae eyes. oie 41,81 , 31,04 , 
100,00% + 100,00% 


Von diesen Daten sei hervorgehoben, daB bei beiden Tieren eine, 
wenn auch verszhieden groBe, immerhin ansehnliche Menge des an- 
organischen Jods, im Mittel 24°, in die Milch tiberging. Noch gréBer 
ist die Menge, die vom Organismus reteniert wurde. Versuche von 
Th. v. Fellenberg, K. Scharrer und M. Takemura ergaben, da nach 
Verabreichung von anorganischem Jod in fast allen Organen eine 
Anreicherung des Jodgehalts erfolgt. Bemerkt sei aber, daB die Verab- 
reichung des Jods bei den genannten Autoren relativ kurze Zeit dauerte. 
Auf Grund seiner Versuche unterscheidet v. Fellenberg zwischen aktueller 
und potentieller Reserve an Jod, welch letztere bereits vor der kiinst- 
lichen Zufuhr vorhanden ist und hartnickig festgehalten wird. Unsere 
Versuchsziegen bekamen die oben erwahnten Jodmengen vom 13. No- 
vember 1928, und der beschriebene Stoffwechselversuch wurde vom 
4. bis 11. Juni 1929, also rund 7 Monate spater, ausgefiihrt. Die Ziegen 
erhalten auch weiterhin die bisher verabreichte Jodmenge; nach ein- 
jahriger Jodfiitterung soll der Jodgehalt der einzelnen Organe be- 
stimmt werden. 


Vergleichshalber wurde auch der Jodgehalt von Kot und Harn 
bei den zwei ohne anorganisches Jod gehaltenen Kontrolltieren be- 
stimmt. Wir fanden in 1 kg frischem Kot bei der einen Ziege 0,073 mg, 
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bei der anderen 0,076 mg Jod, in 1 Liter Harn 0,063 bzw. 0,039 mg 
wobei bemerkt sei, daB die Kontrolltiere dasselbe Futter erhielte: 
wie die Jodziegen, jedoch jodfreien kohlensauren Kalk bekamen. 

Parallel mit der Jodbilanz wurde auch die N-Bilanz ausgefiihrt: 
sie brachte folgende Endergebnisse : 





Ziege Nr. 2 Ziege Nr. 3 
Re NR NN a ira rad ns a ie he 14,57 g 14,57 ¢ 
eee ss. GS cee ore 14,54 g 14,54 g 
Gesamteinnahme: 29,11 ¢ 29,11 g 
Th WS. a ee es 119¢ ~ 

ee ee ee re 27,92 ¢ 29,11 g 
IR ie A te oe ewes a 8,57 g 10,32 g 
MI co SS oe Ge 9,53 g 991g 
ge) me 10,39 ¢ 8,85 g 
a ae ee eae 28,49 g 29,08 g 

BGS ic a Mee alee Se Sg — 057 ¢ + 0,038 g 


* Waschwasser des Stoffwechselkastens (0,57 resp. 0,65 g) inbegriffen. 


Die Ergebnisse der N-Bilanz sind ein Beweis dafiir, daB das 
Sammeln von Kot, Harn und Milch in der beschriebenen Weise quanti- 
tativ gelang. Beide Tiere befanden sich nahezu im Stickstoffgleich- 
gewicht. 

Wie schon bemerkt, standen die Tiere wahrend der siebenmonat- 
lizhen Jodfiitterung unter stiindiger tierarztlicher Beobachtung. Diese 
ergab als einzigen positiven Befund eine starke Riickbildung der 
Schilddriise; sonst unterschieden sich die Jodziegen in keiner Weise 
von den ohne Jod gehaltenen Kontrolltieren. 
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Notiz iiber Atmung von Kaltbliiter-Muskulatur in Gegenwart 
von Zucker und Hormonen. 


Ve in 
P. Rothschild. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biologie, Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 8. November 1929.) 


Die AtmungsgréBe des Muskelgewebes vom Kaltbliiter (Frosch) 
bei einer bestimmten Temperatur (20°) hangt von einer Reihe innerer 
und auBerer Faktoren ab. Hierzu gehéren Zerschneidungsgrad des 
Gewebes, Art und Konzentration der suspendierenden Salzlésung, pz, 
Anwesenheit von Organkochsaft oder spezifisch steigernden Substanzen, 
schlieBlich noch der Ernahrungszustand der Frésche. Hauptbedingung 
der Reproduzierbarkeit der Versuche ist aber zureichende Sauerstoff- 
versorgung, die nur bei einer bestimmten feinen Verteilung des Gewebes 
und hinreichendem ‘Sauerstoffdruck gewihrleistet ist!. So ergibt sich 
in isotonischer Phosphatlésung (pq etwa-8) pro Gramm Muskelgewebe 
bei 20° in reinem Sauerstoff eine AtmungsgréBe zwischen 200 und 
400 cmm O, pro Gramm Frischgewicht und Stunde, bei Hungerfréschen 
und gréberer Zerschneidung die kleineren, bei Sommer- und Herbst- 
fréschen und feinerer Zerschneidung im allgemeinen die héheren Werte. 
Ein Einflu8 von Hormonen, insbesondere von Insulin, war nicht 
feststellbar?. Ferner war auch Zusatz von Kohlehydraten im all- 
gemeinen ohne EinfluB. 

Da in der Literatur teilweise entgegengesetzte Angaben vorliegen, 
habe ich auf Vorschlag von Herrn Meyerhof einige ergianzende Messungen 
iiber den Einflu8B von Zucker und Hormonen ausgefiihrt. Zu den Ver- 
suchen diente die manometrische Methodik von O. Warburg. 


1. EinfluB von Glucose (0,2°,) auf die Atmung zu verschiedener Jahreszeit. 


Wiahrend im allgemeinen Traubenzucker die Atmung des Frosch- 
muskelgewebes in Phosphatlésung nicht steigert, ist dies, wie ich in 


1 Vgl. O. Meyerhof, Pfliigers Arch. 175, 20, 1919; 188, 114, 1921. 
2 Takane, diese Zeitschr. 171, 403, 1926, insbesondere FuBnote 8S. 411. 
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Ubereinstimmung mit nicht veréffentlichten friiheren Beobachtunge: 
aus diesem Laboratorium feststellen konnte, in der Muskulatur frisc! 
gefangener Herbstfrésche (Temporarien) der Fall. Die Atmungs 
steigerung betragt hier in der Regel zwischen 30 und 60°,, liegt also 
bedeutend iiber der Fehlergrenze, die bei Messungen mit Gewebsbre’ 
etwa 15°, betragt. Zum Vergleich seien einige Versuche aus den 
Sommermonaten mit langer aufbewahrten Fréschen und solche aus 
dem Herbst mit neu eingefangenen Tieren mitgeteilt. 


Tabelle JI. 


(Jeder angefiihrte Sauerstoffwert entspricht einem getrennten Versuch.) 





emm Og pro g und Std. Steigerung durch 











Nr Datum * Glucose 
1929 ohne Glucose mit Glucose Oo 
a) im Sommer: 
1 10. VIL. 210 218 
226 201 0 
210 
2 10. VII. 254 276 8 
3 19. VII. 282 328 12 
300 
b) im Herbst: 
4 24. IX. 215 340 58 
Hs) 25. IX. 212 340 60 
6 26. IX 222 305 
980 30 
7 27. IX 252 410 63 
8 28. IX. 348 456 31 
9 ee. £ 267 350 28 


Von den tibrigen Zuckern wirkt Fructose annahernd ebenso wie 
Glucose und steigert bei der Muskulatur von Herbstfréschen gegen 30 ° , 
(in drei Versuchen 27, 31, 31 °,); Galaktose, Maltose, Saccharose lassen 
dagegen die Atmung innerhalb der Fehlergrenzen unbeeinfluBt. 


2. EinfluB von Hormonen. 


Von Takane wurde in diesem Laboratorium festgestellt, daB die 
Atmung von Froschmuskulatur (mit Glucosezusatz) in Phosphatlésung 
durch Insulinkonzentrationen von 10~* bis 10~™ pro Kubikzentimeter 
(entsprechend 10~! bis 10-1! Einheiten von Insulin Leo) nicht beein- 
fluBt wird, ebenso wie auch die Atmung von Zwerchfell- und Leber- 
schnitten des Warmbliiters in Ringerlésung unbeeinfluBt bleibt, wahrend 
allerdings im Zwerchfell hungernder Ratten im Serum Atmungs- 
steigerungen von etwa 20°, und Erhéhung des _respiratorischen 
Quotienten beobachtet wurden. Wahrend die Unwirksamkeit des 
Insulins auf die Atmung des Zwerchfells in Ringerlésung in Arbeiten 





| 








de 
au 


pe 
M 


hi 
10 
Ne 
ur 
A 
TI 


Ri 
de 
Zu 


PI 


Ge 








gre nn 
isc} 
ngs 
alse 
brei 
den 


aus 


ch. 


rch 


wie 
) 0 


sen 


die 
ing 
ter 
in- 
er- 
nd 
gs- 
en 
les 


pen) 








Atmung von Kaltbliiter-Muskulatur. 367 


aus dem Grafeschen Laboratorium bestatigt wurde!, widerspricht die 
Angabe iiber die fehlende Wirkung auf die Froschmuskulatur den 
Versuchen von Ahlgren? und Brahme*®, die nicht nur eine Steigerung 
der Methylenblaureduktion, sondern auch des Sauerstoffverbrauchs 
um 30 bis 50°, bei Zusatz von Insulin (zwischen 10° bis 10-* g pro 
Kubikzentimeter) im Muskelbrei von Fréschen feststellten, der in 
glucosehaltiger Lésung gewaschen war; ebenso beobachtete Ahlgren 
mit Adrenalin Atmungssteigerungen von 20 bis 40 °,, in Konzentrationen 
von 10-7 bis 10-" g pro Kubikzentimeter. Diese Versuche sind von 
dem Autor trotz mehrfachen Widerspruchs, den sie gefunden haben, 
aufrecht erhalten. 

Da es auffiel, daB die Atmung der Kontrollmuskulatur in seinen 
Versuchen nur etwa einhalb so viel betrug als bei gleicher Tem- 
peratur in den Messungen unseres Laboratoriums, und daher die 
Moglichkeit bestand, daB ein EinfluB des Insulins unter ungiinstigeren 
Milieubedingungen in Erscheinung treten kénnte, habe ich die Versuche 
wiederholt in zuckerhaltiger Phosphatlésung bei pa 6 und 7, wo die 
AtmungsgréBe nur ein Drittel und zwei Drittel derjenigen von py 8 
ist, auBerdem mit KCl-Lésung, wo die Atmung ebenfalls nur die Halfte 
derjenigen in sekundarer Phosphatlisung betragt. Doch fand sich 
hier ebensowenig eine Wirkung von Insulinkonzentrationen zwischen 
10-4 bis 10-*g pro Kubikzentimeter (benutzt wurde meist Insulin- 
Schering) wie friher. Gleichgiiltig war hierfiir. ob die Glucose an 
und fiir sich steigerte oder nicht. Ebenso unwirksam erwies sich 
Adrenalin zwischen 10°° und 10~™"g pro Kubikzentimeter, sowie 
Thyroxin (Schering) zwischen 10~° und 10~§ mit und ohne Zuckerzusatz. 

Ich halte es daher fiir wahrscheinlich, daB die entgegengesetzten 
Resultate anderer Autoren auf unzureichende Sauerstoffversorgung 
der Muskulatur und dadurch bedingte UnregelmaBigkeiten zuriick- 
zufiihren sind. 


1 Paasch und Reinwein, diese Zeitschr. 211, 468, 1929. 

2 Skand. Arch. f. Physiol. Suppl. 47, 1925; ferner Skand. Arch. f. 
Physiol. 47, 271 u. 275, 1926. Zu Adrenalin vgl. auch Abderhalden und 
Gellhorn, Ptliigers Arch. 212, 523, 1926, insbesondere S. 532. 

3 Act. Med. Skand. 62, 188, 1925. 
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Uber die Wirkung 
des Arsens auf den Gasstoffwechsel bei }Insekten. 


Von 
J. A. Parfentjey und W. Devrient. 


(Aus der Chemischen Abteilung des Pathologischen Instituts der Berliner 
Universitat. ) 


(Eingegangen am 8. November 1929.) 


Bei der Durchsicht der einschlagigen Arsenliteratur ist uns auf- 
gefallen, daB im Gegensatz zum reichhaltigen Material iiber die Sym- 
ptomatologie der Arsenvergiftung wenig Angaben iiber den Wirkungs- 
mechanismus des Arsens zu finden sind. In der Tat ist trotz der Fiille 
des vorliegenden Materials der Wirkungsmechanismus des Arsens 
unklar. Immerhin zeigen die minimalen letalen Arsendosen unseres 
Erachrens darauf hin, daB ein besonderer Angriffspunkt dieses Giftes 
vorhanden sein muB$. In héheren Dosen wird das Arsen als Plasma- 
gift betrachtet, aber gerade aus der Wirkung der minimalen letalen 
Dosen kann gefolgert werden, daB8 es Angriffspunkte mit elektiver 
Affinitét zu Arsen geben mu8. Es war schon friiher von Rona betont 
worden, daB ,,Untersuchungen in dieser Richtung zunachst vom bio- 
logischen Standpunkt aus von Wichtigkeit sind, da die ,Zellgifte’ 
letzten Endes vielfach im wesentlichen ,Fermentgifte’ sind, so dab 
wir bei der Beobachtung der fermentativen Spaltung unter dem Einflu’ 
des betreffenden Giftes manche Aufklarung tiber den feineren Mecha- 
nismus der Giftwirkung erhoffen diirfen“*. In unserer Arbeit hielten 
wir fiir zweckmaBig, zunichst den EinfluB des Arsens auf die Atmung 
zu untersuchen. Dabei strebten wir die Klarung der Frage an, ob 
das Arsen den Atmungsmechanismus primar lahmt, oder ob die 
Atmungslahmung einen sekundiren Proze8 bildet, der als Folge des 
Absterbens nach der Arsenvergiftung zu betrachten ist. 

Zu diesem Zwecke wahlten wir als Versuchsobjekt die grobe 
amerikanische Schabe — Periplaneta americana. Die Vorziige dieses 
Objektes bestehen darin, da8 der AtmungsprozeB der Insekten sich 
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unabhangig von der Blutzirkulation vollzieht. AuBerdem sind diese 
Insekten unter den Versuchsbedingungen sehr lebensfahig und so 
groB, daB ihnen die Arsenverbindung injiziert werden kann. 

Die Atmungsversuche sind nach den Methoden von Warburg 
und Barcroft-Verzar ausgefiihrt worden. Die Insekten wurden hierzu 
durch subkutane Arseninjektionen in die Coxae des Hinterbeines 
vergiftet. Die Arsenlésungen sind mit destilliertem Wasser zubereitet 
worden. Fiir diese Versuche wurde arsenige Saiure gebraucht, wobei 
jede Arsendosis in einer immer gleichen Wassermenge von 0,05 cem 
injiziert wurde. Zur Kontrolle dienten Schaben, denen die gleichen 
Mengen destillierten Wassers ohne Arsen einverleibt wurden. 


Beschreibung der Versuche. 


Zur Feststellung des Gasstoffwechsels bei der Schabe haben wir den 
Apparat von Barcroft in der Anderung von Verzér und Vdsdrhelyi benutzt. 
Dieser Apparat ist fiir die Arbeit am Insektengasstoffwechsel sehr geeignet. 

Zwecks Feststellung des Gasstoffwechsels bei den Insekten wurde 
der Apparat in das Wasserbad bei der Temperatur von 26°C gestellt. 

Besonders wurde darauf geachtet, dal das Insekt wihrend des Ver- 
suchs ganzlich ruhig bleibt. 

Das Ablesen des Sauerstoffverbrauchs wurde jede 10 Minuten, so lange, 
bis der Unterschied zweier aufeinander folgenden Feststellungen weniger 
als 0,01 cem wurde, vorgenommen. Bei der Feststellung des Kohlensaure- 
verbrauchs wurden die Ablesungen jede halbe Stunde gemacht. Bei der 
Untersuchung der Gewebeatmung wandten wir das Warburgmanometer 
an. Vorerst wurde die normale Respiration der Schabe festgestellt. 


Normale Atmung der Schaben bei 760 mm; 26°C. 





Gewicht | Os Og/g CO» CO2g/g CO2/O2 


cem ecm ecm 


0,60 

0,61 

0,75 

0,52 

0,78 

0,66 - 
0,57 0,44 
0,78 - 0,58 
0,78 - _ 
0,61 —_- 0,44 
0,54 -- 0,60 
0,69 0,58 
0,47 0,30 
0,50 0.38 
0,62 - 0,43 


OOO em WN 


Mittelwerte ; : 0,63 0,47 
Auf 760 mm 
u. 0° reduziert 0.57 0.42 
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Der Verbrauch von O, und die Abgabe von CO, wurden bei den sich 
in ganzlich ruhigem Zustande befindlichen Schaben festgestellt. 

Wie aus der angefiihrten Tabelle hervorgeht, macht der Verbrauch 
von O, im Durchschnitt etwa 0,63 cem auf 1 g des Schabengewichts 
bei einer Temperatur von 26°C aus. Der Respirationsquotient betrug 
in der Mehrzahl der Falle etwa 0.75; seine auBersten Abweichungen 
die bei einzelnen nicht vergifteten Schaben beobachtet wurden, er- 
reichten 0,63 bis 0,93. Der geringste Verbrauch von O,, der durch 
uns bei einzelnen nicht vergifteten Schaben festgestellt wurde, betrug 
0,47 cem/g bei ¢ 26°C. Bei einzelnen Exemplaren war der Sauerstoff- 
verbrauch bedeutender und erreichte 0,78 cem auf 1 g. Der Sauerstoff- 
verbrauch stieg bei den Schaben ganz besonders wahrend der Be- 
wegung; nach Beginn derselben stieg der Sauerstoffverbrauch im 
Vergleich zum ganzlichen Ruhezustand um das Vielfache. Das ist 
deutlich aus der folgenden Tabelle zu ersehen. 





Die Wirkung der oe mn den ra emt der Schaben. 


‘eo Verbrauch in einer Stunde 





Nr. Gowieht der swahrend mit | Bewegungslos 
den Beinen 
g cem eem 
2 1,072 3,36 0,57 
3 1,4 2,4 1,08 
] 1 1,44 0,78 
14 0,944 1,68 0,66 


Fir die Vergiftung ‘wandten wir gereinigtes und sublimiertes 
As,O, an, das den Insekten subkutan in die Coxae des Hinterbeines 
injiziert wurde. Samtliche Arsendosen wurden den Insekten in 0,05 ecm 
destillierten Wassers einverleibt. Kontrollversuche zeigten, daB die 
Schaben subkutane Injektionen destillierten Wassers in einer Dosis 
von 0,05 ccm leicht vertrugen. Die Feststellung der minimalen letalen 
Dosis von As,O, fiir eine Schabe bei subkutanen Injektionen schien 
uns fiir die Versuche sehr wichtig. Nach einer Reihe von Versuchen 
entschlossen wir uns, die Dosis von 0,1 mg As,O,, da von der Injektion 
dieses Quantums samtliche Insekten in einigen Minuten zugrunde 
gingen, als die letale zu betrachten. Nur bei einigen Schaben waren 
nach der Injektion dieser Dosis im Laufe von einigen Stunden schwache 
Bewegungen der Taster und der Fiihler bemerkbar. Die Insekten 
selbst blieben jedoch unbeweglich und konnten sich von dieser Dosis 
nicht mehr erholen. Einige Exemplare gingen bei unseren Versuchen 
auch von geringeren Dosen As,O, zugrunde. Das Mittelgewicht der 
Schaben, an denen wir die Versuche anstellten, war gleich 1,2 g; folglich 
verhielt sich die Dosis von 0.1 mg As,O, zum Kérpergewicht der 
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Schabe wie 1: 12000. Im Laufe unserer Arbeit untersuchten wir 
auch die Einwirkung gréBerer Dosen von As,O, auf die Schaben. 
wobei die Héchstgrenze 5 mg As,O, betrug. Nach der Arseninjektion 
wurden die Feststellungen des Gasstoffwechsels in verschiedenen 
Zeitraumen — von 10 Minuten bis zu 24 Stunden — unternommen. 
Besondere Aufmerksamkeit schenkten wir der Feststellung des Gas- 
stoffwechsels bei vergifteten Schaben im Laufe der ersten 2 Stunden 
nach der Arseninjektion. Dadurch wollten wir feststellen, wie schnell 
die Veranderung des Gasstoffwechsels bei den mit der tédlichen Dosis 
As,O, vergifteten Insekten eintritt. Die Ergebnisse dieser Versuche 
sind in den folgenden Tabellen angefiihrt. 


Die Wirkung des Arsens auf den Gasstoffwechsel der Schaben. 


O,-Verbrauch pro Stunde und pro Gramm des Gewichts der Schaben. 
Den Schaben wurde 0,1 bis 0,25 mg As,O, injiziert. 





< O2-Verbrauch O»-Verbrauch 
oN : ae et 1 Std. nach In- 2 Std. nach In- 
Nr vor dem Experiment jektion mit Asg O; jektion mit Asy O, 
ecm eem ecm 
6 0,96 0,84 — 
5 0,78 -- 0,81 
3 0,75 0,72 0,56 
7 0,66 ~ ; 0,72 
2 0,61 0,65 0,47 
1 0,60 * 0,64 
4 0,52 0,52 0,48 
Mittelwerte 0,69 0,68 0,61 


Mittlere Werte des O,-Verbrauchs bei normalen Schaben = 0,63 ccm 
Niedrigster Wert des O,-Verbrauchs bei normalen 
ee eae. eee eae ae ae ee OAT. 


Protokolle tiber einzelne Versuche an den durch As,O, vergifteten Schaben. 


O,-Verbrauch der Schaben in verschiedenen Zeitspannen nach der Ver- 
giftung. O,-Verbrauch pro Stunde und pro Gramm des Gewichts der 
Schaben. 





O2-Verbrauch) O, Verbrauch in folgenden Zeitspannen nach der Vergiftung 


: vor der Menge pinaicaeapinemieogiatanepin slash einai 
Nr. Vergiftung As2 O3 1 Std. 2 Std. 3 Std. 4 Std 6 Std. 2% Std 
ecm | mg ecm ecm ecm ecm ecm ccm 
1 0,6 0,1 0,6 0,64 0.50 es 
3 0,77 0,1 0,72 0,56 0,42 0,42 0,42 0,34 
6 0,96 0,25 0.84 — - — . 0.12 
19 0,62 0.5 0,55 0,48 0,32 0,32 
15 0,47 5 0,43 0,4 — — 0,15 
16 0,50 5 0,44 0,38 0,30 — 
20 0,53 5 0,22 0,2 0.18 0.16 — 
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O,-Verbrauch der Schaben nach der Vergiftung mit verschiedenen tédlic): 


wirkenden Mengen von As,O;. O,-Menge pro Stunde und pro Gramm de: 
Gewichte der Schaben. 





O2-Ver- | =i Das Verhiltnis | 2-Verbrauch nach d 
. iasistias a vor injizierte der injizierten Vergiftung 
Nr. tewich Be RARE, Uicrctsiatreniersenmerenseccnnnns 
Vergiftung AS2 O3 eve Bewieht 1 Std. 2 Std. 
g ecm mg der Schaben ecm cem 
1—7 1,2 0,69 0,1 1: 12000 0,68 0,61 
Mittelwerte 
19 1,114 0,62 0,5 1 : 2228 0,55 0,48 
15 1,2 0,47 5 1 : 280 0,43 0,4 
16 1,195 0,50 5 1 : 239 0,44 0,38 
20 1,072 0,53 5 1:214 0,22 0,2 


Respirationsquotient der Schaben vor und nach der Vergiftung mit As,0,. 
Respirationsquotient der normalen Schaben . . ... . = 0,75 
Respirationsquotient der Schaben nach der Vergiftung mit 

ee sc! ieee ate Ge el. wo Oe ee. og Oe 


Respirationsquotient der Schaben nach der Vergiftung mit groBen Mengen 
des As,O, (5 mg As,O, pro Schabe). 





Vor der Vergiftung Nach der Vergiftung 


Nr. 
eem eem 
15 0,63 0,75 
16 0,76 O81 


Wie aus den angefiilrten Versuchsprotokollen ersichtlich, ver- 
mindert sich im Laufe der ersten 2 Stunden nach der Vergiftung durch 
0,1 bis 0,25 mg As,O,, ungeachtet des sichtlichen Bildes des Todes, 
der Verbrauch von O, wenig und verbleibt ungefaihr auf derselben 
Hohe wie bei normalen Schaben. Eine merkliche Senkung war bei 
denjenigen Insekten festzustellen, die sich vor der Arsenvergiftung 
durch erhéhten Verbrauch von O, auszeichneten. In diesen Fallen 
sank der O,-Verbrauch gewoéhnlich bis zum mittleren Stande der un- 
vergifteten Schaben. 


In einzelnen Fallen, bei nicht vergifteten Schaben, war sogar 
ein geringerer O,-Verbrauch festzustellen als bei vielen Insekten im 
Laufe der ersten 2 Stunden nach der Injektion von 0,1 bis 0,25 mg 
As,0O,. In gréBeren Zeitabstanden nach der As, O,-Injektion verringert 
sich der Verbrauch von O, durch vergiftete Insekten wesentlich ; jedoch 
bleibt der Verbrauch von O, durch vergiftete Insekten nach weiteren 
24 Stunden recht hoch. 


Bei den durch reichliche Dosen von As,O, vergifteten Insekten 
war eine bedeutende Verminderung des Gasstoffwechsels festzustellen ; 
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jedoch unterbindet sogar eine Dosis von 5 mg pro Schabe den Ver- 
brauch von O, nicht ganzlich. 

Der Respirationsquotient der Schaben nach Arsenvergiftung 
anderte sich verhaltnismaBig wenig. 

Gleichzeitig mit den Arsenversuchen wurden auch Versuche 
mit Cyankalium angestellt. Cyankalium wurde den Schaben in einer 
Menge von 0,08 mg in 0,05cem destillierten Wassers subkutan in- 
jiziert. Bei dieser Dosis verendeten die Schaben sehr schnell, be- 
hielten jedoch die Fahigkeit, mit den Tastern und Fiihlern sich langer 
schwach zu bewegen als bei Arsenvergiftungen. In der folgenden 
Tabelle sind einige Versuchsprotokolle der KCN-Vergiftungen der 
Schaben veranschaulicht. 


Gasstoffwechsel der Schaben nach der Vergiftung mit KCN. 
Jeder Schabe wurde 0,08 mg KCN injiziert. 





Gasstoffwechsel vor der Vergiftung Gasstoffwechsel 3 Std. nach der Vergiftung 


Oo- CO>2- oe Oo- CO>2- PONE 
Verbrauch Abgabe Respirations- — Verbrauch Abgabe Respirations- 
quotient quotient 

ecm ecm ecm cem 


0,78 — — 0,78 - 
0,57 0,44 0,7 0,43 - 0,36 0,83 
0,78 — — 0,42 0,32 0,76 
0,61 0,44 0,7 - 





Gasstoffwechsel 7 Std. nach der Vergiftung ’Gasstoffwechsel 24 Std. nach der Vergiftung 


O2- € O9- He ea Oo- CO2- As 
Verbrauch Abgabe Respirations- — Verbrauch Abgabe Respirations- 
quotient quotient 
ecm ccm ecm ecm 


0,61 0,55 0,90 0,57 


Aus obiger Tabelle ist zu ersehen, daf wir in zwei Fallen keine 
Verminderung des O,-Verbrauchs nach der Vergiftung der Schaben 
durch KCN erhielten. In zwei anderen Fallen fand diese Verminderung 
erst nach 3 Stunden nach der KCN-Injektion statt. Der O,-Verbrauch 
verminderte sich, jedcch war er nur etwas geringer als derjenige bei 
nicht vergifteten Schaben mit vermindertem Gasstoffwechsel. Auch 
der Respirationsquotient veranderte sich bei den Schaben nach der 
KCN-Vergiftung wenig. 


SchlieBlich untersuchten wir den Gasstoffwechsel bei den 
mechanisch getéteten Schaben. 








5 a tas ores oe 
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Gasstoffwechsel der Schaben bei mechanischer Tétung. 


Die Schaben wurden durch Schleudern getétet, wodurch der Chitinpanze: 
platzte und die inneren Organe hervortraten. AuBerdem wurden das Gehirn 
und die Brustganglien mit einer Nadel durchstochen. 








Vor der Tétung Nach der Tétung 


O2- COg- HERR O2- CO2- Here De 
Verbrauch | Abgabe | Respirations-|) yerbranch Abgabe Respirations 
Quotient quotient 
g com |  ecem cem cem 


Nr. | Gewicht 


4 Std. nach der Tétung: 


13) 0,88 0,64 0,60 0,93 0,64 0,60 0,93 
6 Std. nach der Totung: 
14) 0,944 0,69 0,58 0,84 0,50 0,43 0,86 


Wie aus den angefiihrten Versuchsprotokollen zu ersehen ist, 
war auch bei den mechanisch getéteten Schaben eine gewisse Senkung 
des Gasstoffwechsels festzustellen, jedoch erhielten wir in den ersten 
Stunden nach der Tétung fiir O,, CO, und den Respirationsquotienten 
Zahlen, die denjenigen bei normalen Schaben von uns beobachteten 
ahnlich waren. 


Gewebeatmung. 


Neben der Feststellung der Atmung einer ganzen Schabe haben 
wir auch den Verbrauch von O, durch einzelne Kérperteile nach der 
Methode von Warburg ermittelt. Der Mitteldarm, die Coxalmuskulatur 
und die Nervenkette der Schabe fanden fiir diese Versuche Verwendung. 
Die Priifungen wurden in Sauerstoffatmosphare durchgefiihrt. Wir 
arbeiteten mit Manometern von etwa 5cem Volumen, in die, jedes 
Gewebe getrennt, fiinf bis sechs Mitteldarme, die Muskulatur von 
drei kleinen Becken oder drei bis vier Nervenketten der Schaben 
gebracht wurden. Zu diesem Zwecke wurden die Insekten in destil- 
liertem Wasser prapariert. Der Mitteldarm wurde nach der Pra- 
parierung geoffnet und sein Inhalt mit Wasser sorgfaltig ausgewaschen. 
Die praparierten Teile wurden zuletzt in frischem destillierten Wasser 
aufgenommen und in das Manometer gebracht. Nach Beendigung 
des Versuchs wurden die Gewebsteile bis zum konstanten Gewicht 
getrocknet und alsdann der ermittelte Verbrauch von O, auf 1g 
trockener Substanz umgerechnet. 


Nachstehend sind die Verbrauchszahlen von O, durch die zu 
untersuchenden Schabenorgane angegeben. 


O,-Verbrauch pro Stunde und pro Gramm trockener Substanz. 


Die Coxalmuskulatur .. . 1,4 (aéuBerste Grenze 1,76 — 1,04) 
eee tt te Oe oa » 0,87 — 0,33) 
Nerveisystiem ..... 3. O88 5 » 0,71 — 0,45) 
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Bei der Gegeniiberstellung der nach Sarcroft-Verzir ermittelten 
(,-Verbrauchszahlen fiir eine ganze Schabe mit den O,-Verbrauchs- 
zahlen durch einzelne Organe nach Warburg ergeben sich annahernd 
gleiche Zahlen. Zum Vergleich diente die von den Schaben verbrauchte 
Sauerstoffmenge, umgerechnet auf | g trockener Substanz ihres Kérpers. 
Als Grundlage dieser Umrechnung wurde angenommen, daB ein Schaben- 
kérper etwa 70°, Wasser enthalt. 


Der Vergleich des O,-Verbrauchs des ganzen Tieres im Barcroft-Verzar- 
Manometer und der einzelnen Gewebe im Warburq-Manometer. 


Nach Barcroft-Verzar: O,-Verbrauch pro lg Schabe . . 0,57 cem 
O,-Verbrauch pro 1 g trockener Substanz der Schabe 
| a Mer a el i eee rae 
Nach Warburg: O,-Verbrauch pro lg trockenerMuskulatur 1,4° ,, 


Ferner wurde die Einwirkung der Arsenlésung auf den Verbrauch von 
O, durch einzelnen Organe in vitro durchgefiihrt. Bei jedem diesbeziiglichen 
Versuch wurde der Verbrauch von O, durch die Organe in der Lésung von 
As,O, und im reinen destillierten Wasser verglichen. 


Verminderung des O,-Verbrauchs durch das Mesenterium in As,O0,-Lésungen, 


Konzentration von As,O,: 1: 200 1: 5000 1: 10000 

16% 54% _ 0% 

Verminderung des O,-Verbrauchs durch die Coxalmuskulatur in As,O0,-Lésung 
bei Konzentration 1 : 1000. 


etwa 38°. 


Wie aus dieser Tabelle ersichtlich, hielten den Verbrauch von 
O, lediglich die starkeren Léisungen von As,O, teilweise auf. Der 
Gehalt an As,O, in diesen Lésungen war bedeutend héher als der- 
jenige im Schabenkérper nach der Injektion der tédlichen Arséndosen. 


Mehrere Forscher halten an der Meinung fest, daB das Arsen die 
Aktivitaét der oxydativen Prozesse im Organismus herabsetze und auch 
imstande sei, den Atmungsquotient zu andern, dennoch konnte, nach 
A. Heffter, eine einheitliche Entscheidung in dieser Frage nicht herbei- 
gefiihrt werden. Mit der Klarung dieser Frage beschaftigte sich in letzte: 
Zeit Fink. Dieser Forscher benutzte fiir seine Versuche mit dem Gas- 
stoffwechsel Koloradokéfer, Drahtwiirmer und andere Insekten. Gepriift 
wurden dabei Arsenséure, arsenige Saéure, Bleiarsenat und andere Arsen- 
verbindungen. Nach diesen Versuchen von Fink wird bei mit Arsen ver- 
gifteten Insekten der Sauerstoffverbrauch herabgesetzt und der Atmungs- 
quotient geaindert. Obgleich dieses Versuchsergebnis von Fink auch von 
groBem Interesse ist, so kann diese Frage dennoch nicht als restlos geklart 
betrachtet werden, schon aus dem Grunde nicht, weil diese Versuche nicht 
gezeigt haben, ob die Herabsetzung des Gasstoffwechsels fiir die Arsen- 








376 J. A. Parfentjev u. W. Devrient: 


wirkung spezifisch sei oder auch bei Vergiftung mit anderen Giften und auch 
bei mechanischer und anderweitiger Tétung der Insekten beobachtet wird. 
Desgleichen veranschaulichen die Versuche von Fink nicht, inwiefern die 
von ihm beobachtete Herabsetzung des Gasstoffwechsels durch Arsen 
gentigte, um den Tod der vergifteten Insekten herbeizufiithren. Fink und 
viele andere amerikanische Forscher, wie C. Voegtlin, H. A. Dyer, C.S. 
Leonard u.a. fiihren die Herabsetzung der oxydativen Prozesse auf die 
Wirkung des Arsens auf Glutathion zuriick. 

Auch die Versuche anderer Forscher in vitro mit dem Gewebe de: 
Wirbeltiere stellen die Herabsetzung des Gasstoffwechsels fest. Warbury 
und Onaka arbeiteten mit dem Blute der Végel, Dresel mit den inneren 
Organen der Ratten. In seiner Arbeit iiber die Beeinflussung der Atmungs- 
modelle durch arsenige Saéure schreibt Dresel die Herabsetzung der oxy- 
dativen Prozesse der antikatalytischen Wirkung des As,O, auf Fe” im 
Sinne der Theorie von Warburg zu!. Ungeachtet dessen bleibt die Frage, 
ob man durch diese partielle Herabsetzung der oxydativen Prozesse die 
tétende Wirkung des Arsens erkliren kann, bis heute ungelést. Mehrere 
Forsecher verzeichneten die Herabsetzung des Gasstoffwechsels auch bei 
anderweitiger Tétung der Versuchstiere. Nach Bodine setzt sich, obgleich 
vermindert, die Ausscheidung der Kohlensaiure bei dekapitierten Heu- 
schrecken fort. Ahnliche Angaben finden wir in den Arbeiten von Palladin. 
Warburg und Meyerhof. Demnach diirfte der Gasstoffwechsel als eine de: 
zihesten Funktionen des Organismus angesprochen werden. 


In unseren Versuchen bemiihten wir uns, méglichst genau die 
Atmung gesunder Schaben zu bestimmen, um eine einwandfreie Zah| 
zum Vergleich mit den vergifteten Schaben zu erlangen. Die Ver- 
suche sind bei tunlichst gleichen Bedingungen angestellt worden. 
Der von uns gefundene Atmungsquotient fiir die Periplaneta americana 
stimmt fast iiberein mit der Zahl 0,76, die Vernon noch im Jahre 1897 
fiir die Periplaneta orientalis bestimmte. M.A.Gourewttsch fand 1928. 
daB der Atmungsquotient fiir die proteinfressende Periplaneta orientalis 
gleich 0,77 bis 0,81 ist. Die von diesem Forscher angegebenen ab- 
soluten Zahlen fiir den Sauerstoffverbrauch und die Kohlensaureabgabe 
bei der Periplaneta orientalis sind etwa um das Dreifache niedriger 
als die von uns bestimmten fiir die Periplaneta americana. Diese 
Differenz ist vielleicht auf den Temperaturunterschied zuriickzufihren. 
Gourewitsch fiihrte die Bestimmungen bei 15,3 und wir bei 26° C aus. 
AuBerdem mag wohl auch die Verschiedenheit der Methodik eine 
Rolle gespielt haben, denn Gurewitsch brachte vier bis sechs Schaben 
auf 20 Stunden in ein GefaB von 110 cem und stellte den Gasstoff- 
wechsel mittels der chemischen Analyse der Luft vor und nach Ablauf 
des Versuchs fest. AuBerdem sind bei dieser Versuchsanordnung Be- 
wegungen der Insekten, die imstande sind, den Gasstoffwechsel zu 
andern, nicht ausgeschlossen. 


1 Uber die Rolle der Metallkatalysatoren auf die Atmung der Insekten | 
sind Arbeiten im Gange. 
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Zusammenfassung. 


1. Die Wirkung der minimalen letalen Arsendosen auf den Gas- 


_ stoffwechsel der Insekten bei eintretendem Tode kann nicht den Mecha- 


nismus der Tétung durch dieses Gift erklaren; seine Angriffspunkte 
miissen infolgedessen anderweitig gesucht werden. 

2. Der Gasstoffwechsel der durch minimale letale Dosen von 
(yankalium und der mechanisch getéteten Schaben geht noch einige 
Stunden in betrachtlichem MaBe vonstatten. 


Die Verfasser halten es fiir ihre angenehme Pflicht, Herrn Prof. Rona 
fir die Leitung und die Erméglichung obiger Arbeit bestens zu danken. 
Herrn Dr. W. Fabisch sind die Verfasser fiir die Beratung bei der Durch- 
fihrung der Versuche zu Dank verbunden. 
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Zur Kenntnis der Assoziationstendenz von Aminosauren 
in wiasseriger Lisung. 


Von 


Max Frankel. 


(Aus dem Institut fiir Biochemie und Kolloidchemie der Hebraischen 
Universitat in Jerusalem.) 


(Eingegangen am 13. November 1929.) 


1. Problemstellung. 


In fritheren Untersuchungen! wurde gezeigt, daB Gelatine unte: 
Einflu8 einer gelinden thermischen Behandlung weitgehende Anderungen 
ihres physikalisch-chemischen Zustandes erfahrt, wobei ihre struktur- 
chemische Zusammensetzung unverandert bleibt. Diese Beobachtungen 
lieBen sich in zwangloser Weise durch die Annahme deuten, da die 
kolloidchemische Einheit, die Gelatinemicelle, einen itibermolekularen 
Verband darstellt, der durch Assoziationswirkung aus den einzelnen 
molekularen Bausteinen entsteht. Innerhalb eines jeden derartigen 
Bausteines werden die Atome und Atomgruppen durch Hauptvalenzen 
zusammengehalten, so daB er, fiir sich betrachtet, ein Molekiil im 
streng klassischen Sinne darstellt. Zwischen den Einzelmolekiilen 
werden nun Attraktionskrafte (van der Waalssche Krafte) wirksam. 
unter deren Einflu8B eine Anzahl von jenen in loserer Weise zu einem 
iibermolekularen Gebilde, der Micelle, zusammentritt. 

Infolge ihrer geringeren Starke erfahren die van der Waalsschen 
Krafte schon durch solche Eingriffe, die die durch Hauptvalenzen 
zusammengehaltenen Molekiile nicht tangieren kénnen, in ihrer Wirk- 
samkeit Abschwachungen. So kommt es z. B. bei der Gelatine durch 
gelinde thern sche Behandlung zu den oben erwahnten weitgehenden 
Anderungen im micellaren Charakter, die einen nicht mehr villig 
reversiblen Abbau der Micelle bedeuten, wahrend die chemische Analyse 
zeigt, dab keine Spaltung an den charakteristischen C O—N H-Briicken 
erfolgt ist. 


1 Zeitschr. f. physiol. Chem. 167, 17; 170, 247, 1927; Kolloid-Zeitschr. 
45, 355, 1928. 
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Diese Erfahrungen boten den AnlaB, das systematische Studium 
der Assoziationskrafte zunichst der EiweiBbausteine in Angriff zu 
nehmen, woriiber noch kein experimentelles Material vorzuliegen 
scheint. 


In der allerletzten Zeit ist die Bedeutung der molekularen Ko- 
hasionskrafte fiir die Chemie der hochmolekularen Naturstoffe mehrfach 
hervorgehoben worden. So sehr die verschiedenen Auffassungen unter- 
einander differieren, gemeinsam ist ihnen die Erkenntnis von der 
prinzipiellen Mitbeteiligung der Assoziationskrafte an dem Zustande- 
kommen der Micelle. Entscheidende Meinungsverschiedenheiten be- 
standen vor allem darin, welche GréBe die Einzelmolekiile aufweisen 
miissen, damit ihre Restvalenzen in der oben angedeuteten charak- 
teristischen Weise in Aktion treten kénnen. 

Auch zur Klirung dieser Frage kénnen systematische Unter- 
suchungen iiber die Assoziationstendenz der chemisch definierten 
Bausteine jener Kérperklassen beitragen. 

In der vorliegenden Arbeit wird tiber diesbeziigliche Versuche an 
Aminosauren in ihrer wasserigen Lésung berichtet. 


2. Die Methodik. 


Zur Feststellung. ob zwischen den Molekiilen der gelésten 
Substanz mit zunehmender Konzentration in  merkljchem Aus- 
maBe Kohasionskrafte wirksam werden, wurden Molekulargewichts- 
bestimmungen vorgenommen, die sich iiber ein gréBeres Konzen- 
trationsgebiet erstreckten. Je nach den Eigenschaften der zu unter- 
suchenden Aminosauren wurden kryoskopische oder ebullioskopische 
Methoden angewendet. Die Einrichtung fiir die erstere entsprach 
der Beckmannschen Anordnung fiir Prazisionsmessungen!. Die Be- 
stimmung der Siedepunktserhéhung erfolgte in der von W. Swie- 
toslawski® angegebenen Apparatur, die die Durchfiihrung genauer 
Messungen gestattet. 

Allein diese Verfahren erlauben die Untersuchung nur bei den 
Grenztemperaturen fiir die Existenz der wisserigen Lésungen. Nun 
sind aber, wie die eingangs erwahnten Beobachtungen an Gelatine 
zeigen, Assoziationskrafte mit der Temperatur in ihrer Starke ver- 
anderlich. Fiir das Studium dieser Abhangigkeit wire es deshalb 
von Interesse, iiber Methoden zu verfiigen, die die Untersuchung 
in einem gréBeren mittleren Temperaturintervall gestatten. Dazu 
kommt, da bei der Gefriertemperatur der Lésung ungiinstige Lés- 


! E. Beckmann, Zeitschr. f. physikal. Chem. 44, 177, 1903. 
2 W. Swietoslawski, Journ. of Chem. Education 5, 469, 1928; Reezniki 
Chem. 9, 266, 1929. 
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lichkeitsverhaltnisse vorliegen, wahrend bei ihrer Siedetemperatur 
die Gefahr einer Zersetzung empfindlicher Substanzen nicht aus- 
geschaltet ist. 

Aus diesen Griinden wurde nach Eigenschaften gesucht, deren 
Messung mit Konzentrationsinderung der Lésung Aufschliisse iiber dic 
Anderung im molekularen Zustande des gelésten Stoffes geben kénnte 

Zu diesem Behuf wurden zunachst Viskositétsmessungen vor- 
genommen. Es war anzunehmen, daB beim Eintritt oder bei der Ver- 
gréBerung der Assoziation mit steigender Konzentration Abweichungen 
von den Werten der Viskositat auftreten wiirden, die sich aus den 
verdiinnteren Lésungen auf Grund der Mischungsregel errechnen 
lassen. Doch zeigte sich beim Vergleich der Ergebnisse von kryo- 
skopischen und viskosimetrischen Messungen an derselben Substanz, 
daB die auftretenden Abweichungen von den zu erwartenden Zahlen- 
werten zu gering waren, um fiir sich allein mit Sicherheit Schliisse zu 
erlauben. Es ist aber méglich, dab bei Anwendung verfeinerter viskosi- 
metrischer MeBmethoden brauchbarere Ergebnisse erhalten werden. 

Giinstigere Resultate zeitigte das Studium der Konzentrations- 
abhangigkeit des Brechungskoeffizienten. Max de Crinis! und J. Becka® 
haben gefunden, da zwischen dem Brechungskoeffizienten und dem 
Prozentgehalt strenge Proportionalitat bei nicht zu groBer Konzen- 
tration besteht. Bei Bildung von Assoziation, die einem Verschwinden 
freier Molekiile entspricht, miBten die gefundenen Werte niedriger 
sein als die unter Zugrundelegung von Proportionalitat errechneten. 
In den hier untersuchten Fallen zeigte sich zunachst bei jenen Sub- 
stanzen, bei denen die osmotischen Methoden normales Verhalten 
(also konstantes Molekulargewicht) ergaben, daB die Proportionalitat 
innerhalb der Fehlergrenzen mit befriedigender Annaherung gilt. 
Nur im Falle des d, |-Valins ergaben sich positive Abweichungen bei 
Konzentrationserhéhung, die gefundenen Werte waren also héher als 
die berechneten. Die Stoffe mit Assoziationstendenz dagegen zeigten 
schon bei verhaltnismaBig niedriger Konzentration deutlich negative 

- Abweichungen, die Werte waren niedriger als erwartet. Die Unter- 
schiede wuchsen mit steigender Konzentration betrachtlich. 

Die Konzentrationsabhangigkeit des Brechungsindex wird an 
einer gréBeren Anzahl] normaler und assoziierter Substanzen gepriift. 
Sollten sich die hier angefiihrten Beobachtungen verallgemeinern 
lassen, so hatte man ein genaues und einfaches Mittel in der Hand. 
um innerhalb eines mittleren Temperaturintervalls das Verhalten ge- 
léster Stoffe beziiglich ihrer Kohasionskrafte zu studieren. 


1 Zeitschr. f. physiol. Chem. 110, 254, 1920. 
2 Ebendaselbst 121, 288, 1922. 
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Assoziationstendenz von Aminoséuren. 


3. Ergebnisse. 


Von den wichtigen Aminosauren wurden diejenigen zur Unter- 
suchung herangezogen, deren Eigenschaften, besonders deren Léslich- 
keit es erlaubte. Nach den im vorherigen Abschnitt angegebenen 
Methoden wurden untersucht: Glykokoll, d,l-Alanin, d-Alanin, 
d, ]-Leucin, ]-Leucin, d,1-Valn, 1-Asparagin, d-Arginin und d-Dioxy- 
phenylalanin. 

Deutliche Assoziationstendenz zeigten Glykokoll, 1-Asparagin, 
d-Arginin und d-Dioxyphenylalanin, wihrend die iibrigen Stoffe 
normales Verhalten zeigten. 

Glykokoll gab in der verdiinntesten Lésung, die 11,4 Millimol 
in 100g Wasser gelést enthielt, das berechnete Molekulargewicht. 
Bei der etwa 1/,fachen Konzentration (16,4 Millimole in 100 g Wasser) 
zeigte sich schon die Tendenz zum Molekulargewichtsanstieg, die dann, 
anwachsend bis zur héchstkonzentriertesten Lésung mit einem Gehalt 
von 181 Millimolen in 100 g Wasser, zu einem Molekulargewicht von 
88,3 (gegen 75) fiihrte. Der Assoziationsfaktor steigt also innerhalb 
des untersuchten Intervalls von 1,0 auf 1,18 (s. Tabelle I). Refrakto- 
metrisch zeigten sich, wie die Tabelle X ausweist, gleichfalls schon 
bei geringer Konzentrationserhéhung die negativen, mit steigender 
Konzentration sich vergré8ernden Abweichungen von der  Pro- 
portionalitat. 

DaB8 es sich beim Glykokoll tatsachlich um eine Assoziation handelt, 
zeigen die analogen Versuche am d,1- und d-Alanin, wo innerhalb 
des ungefahr gleichen Konzentrationsgebiets Konstanz des Molekular- 
gewichts vorliegt. Damit steht in Einklang, daB der Anstieg des 
Brechungsindex bei diesen beiden Substanzen proportional der Kon- 
zentration erfolgt (s. Tabellen XI und XII). 

Das d, 1-Valin ergab nach der kityoskopischen Methode konstante 
Werte innerhalb des ganzen untersuchten Konzentrationsintervalls. 
Dagegen stieg der Brechungskoeffizient in gréBerem als dem erwarteten 
Mabe; die Abweichungen liegen hier also nach der positiven Richtung 
(Tabelle XIII). 

Im Falle des d,1-Leucins konnten die Versuche wegen seiner 
Schwerléslichkeit und der dem héheren Molekulargewicht entsprechen- 
den kleinen Gefrierpunktsdepression nur bei einer méglichst hohen 
Konzentration durchgefiithrt werden. Diese Aminosiure zeigt im 
Gegensatz zu anderen, ihr sehr nahestehenden, z. B. dem Valin, eine 
auffallend geringe Léslichkeit. Es ist naheliegend, als einen der Griinde 
hierfiir besonders starke zwischenmolekulare Krafte anzunehmen, die 
sich auch im gelésten Zustande in der Weise bemerkbar machen kénnten, 
daB eine Assoziation schon bei geringer Konzentration in Erscheinung 
trate. Die Beobachtungen ergaben aber keine Anhaltspunkte fiir 
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eine Assoziation in wasseriger Lésung. Ebenso zeigte auch |-Leucin 
in dem durch seine gréBere Léslichkeit gebotenen weiteren Konzen- 
trationsbereich weder kryoskopisch noch refraktometrisch Assoziations- 
tendenz. 

l-Asparagin lieferte ebullioskopisch mit steigender Konzentration 
vergréBertes Molekulargewicht. Der Assoziationsfaktor betrug bei 
einer Konzentration von 4,32 Millimolen in 100g Wasser 1,02 und 
stieg bis auf 1,13 fiir einen Gehalt von 22,6 Millimolen. Deutlich zeigte 
sich hier, ebenso wie beim Glykokoll, das relative Kleinerwerden des 
Brechungskoeffizienten bei VergréBerung der Konzentration (siehe 
Tabelle XV). 

Fiir d-Arginin errechnet sich auf Grund der Ergebnisse der Kryo- 
skopie schon bei 13,35 Millimolen pro 100 g Wasser der betrachtliche 
Assoziationsfaktor von 1,26, er steigt bei etwa sechsfacher Konzen- 
tration (77,7 Millimole) auf 1,38. Die Untersuchung des Brechungs- 
koeffizienten konnte wegen der starken Kohlensaiureabsorption der 
Lésungen nicht vorgenommen werden. 

Das 1-Dioxyphenylalanin ist in Wasser schwer léslich. Bei zwei 
Konzentrationen konnten nach der Siedemethode Molekulargewichts- 
bestimmungen vorgenommen werden. Fiir 5,32 Millimole in 100¢ 
Wasser ergal sich der Assoziationsgrad zu 1,2, fiir 7,95 zu 1,65. 

Es zeigt sich also, daB die starkste Assoziationstendenz in Lésung 
der letztgenannten Substanz zukommt; dann folgen — bei Beriick- 
sichtigung molarer Konzentrationen — d-Arginin, hierauf |-Asparagin 
und erst in weitem Abstand das Glykokoll, bei dem erst in der fiinf- 
fachen molaren Konzentration der Assoziationsfaktor des ]-Asparagins 
erreicht wird, wahrend d-Arginin noch in mehr als 13facher molarer 
Verdiinnung einen betrachtlich héheren Assoziationsfaktor (1,26 gegen 
1,18) aufweist. 

4. Diskussion der Ergebnisse. 


Die Resultate ‘zeigen zunachst, daB zwischenmolekulare Krdfte 
merklicher GréBe schon bei den einfachsten chemischen Bauelementen 
der EiweiBstojfe auftreten kinnen. Die Assoziationstendenz ist aber 
keine allgemeine Eigenschaft der a-Aminosdiuren. Fir das Auftreten 
dieses Phinomens kénnen also die jenen gemeinsamen Konstitutions- 


merkmale (>c<06n) keine ausschlaggebende oder zumindest keine 
ausschlieBliche Rolle spielen. 


Man wiirde von vornherein zu der entgegengesetzten Meinung 
neigen. Denn nach K.H. Meyer liefert gerade die Carboxyl- und 
die Aminogruppe bedeutende Inkremente fiir die Molkohasion. Ferner 


1 Zeitschr. f. angew. Chem. 41, 935, 1928. 
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ist bekannt, dafS Essigsaure und ihre Homologen in wasseriger Lésung 
assoziiert sind . Es liegt daher nahe, auch im Falle des Glykokolls 
diese beiden Gruppen fiir seine nachgewiesene Assoziation verant- 
wortlich zu machen. Dem steht zuniachst die Tatsache entgegen, dab 
schon sein nachstes Homologes, das Alanin, normales Verhalten zeigt. 
ebenso auch die ihm analog gebauten Aminosauren d, |-Valin sowie 
d,l- und ]-Leucin. Es liegen aber Beobachtungen vor, wonach in 
einer ansteigenden homologen Reihe zu einem urspriinglich in Lésung 
assoziierten Molekiil neu hinzutretende Kohlenwasserstoffreste auf 
dieses eine normalisierende Tendenz ausiiben, so dai mit wachsender 
MolekulargréBe die Assoziation herabgedriickt und schlieBlich auf- 
gehoben wird*. Wollte man eine derartige Erklarung fiir die vor- 
liegende Sachlage anwenden, so miibte man annehmen, dab schon 
der einen im Alanin neu hinzukommenden Methylengruppe eine kom- 
pensierende Wirkung auf die Carboxyl- und Aminogruppe zukommt. 

Fiir den Versuch einer strukturchemischen Auswertung liegen die 
Verhaltnisse bei den drei anderen untersuchten Aminosauren, die in Lisung 
Assoziationstendenz zeigen. eindeutiger; denn hier treten Struktur- 
elemente hinzu, die sich zur Assoziation in Beziehung bringen lassen. 

Nach den Befunden von Meldrum und Turner” erweist sich eine 
Reihe von einbasischen Amiden, wie Propionamid, n- und Isobutyramid 
und Valeramid als in wasseriger Lésung deutlich assoziiert. Man wird 
daher fiir die Assoziation des 1-Asparagins ihre Siureamidgruppe 
verantwortlich machen diirfen. Auch das Verhalten des d-Arginins 
wird verstandlich, wenn man die Guanidinogruppe als imidiertes 
doppeltes Saureamid auffaBt. Das betrachtliche Ausma8 seiner Asso- 
ziation findet dann in der hier vorliegenden Haufung der sie bewirkenden 
Gruppen seine Erklarung. Man miiBte nach diesen Erklarungen auch 
bei anderen Saureamidderivaten Assoziation erwarten. Tatsichlich 
zeigt z. B. Harrstoff in wiasseriger verdiinnter Lésung ein das be- 
rechnete um 20°, tibersteigende Molekulargewicht ¢. 

Die bedeutende Assoziation des d-Dioxyphenylalanins endlich 
kann man auf Grund von Analogie auf die Anwesenheit des Phenyl- 
restes und der Oxygruppen zuriickfiihren. Denn Phenylessigsaure, 
Benzoesaure, Salicylsiure, Phenol. ferner die Di- und Trioxyphenole® 
sind in Wasser assoziiert. 


- 


Peddle und Turner, Trans. Chem. Soc. 99, 685, 1911. 
2 Z. B. W. Biltz, Zeitschr. f. physik. Chem. 29, 249, besonders S. 254ff., 
1899. 


3 Meldrum und Turner, Trans. Chem. Soc. 97, 1805, besonders S. 1807, 
1910. 
4 E. Beckmann, Zeitschr. f. physikal. Chem. 6, 437, 1890. 


o 


Peddle und Turner, Trans. Chem. Soc. 99, 685, besonders 689, 1911. 
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Uberblickt man die erhaltenen Resultate, so ist vom Standpunkt 
der Eiweiichemie vor allem das eine wichtige Ergebnis festzustellen, 
daB sich gerade die fiir diese Kérperklasse als Bawprinzip charakteristische 
Sdureamidgruppe experimentell als Triger der Assoziationstendenz in 
Lésung ergibt. Es wird zu priifen sein, wie ihr Vorhandensein in den 
Dipeptiden und Diketopiperazinen und ihre Haufung in den Poly- 
peptiden den Zustand dieser Stoffe in Lésung beeinfluBt. 

Bei der heute schon feststehenden Uneinheitlichkeit der Eiweib- 
stoffe scheint es von Wichtigkeit, auch jene Attraktionskrafte kennen- 
zulernen, die zwischen den Molekiilen untereinander verschiedener 
(wenn auch einander in der Regel nahestehender) Bausteine wirksam 
werden. Die Untersuchung soll auch in dieser Richtung ausgedehnt 


werden. 
+. Versuchsangaben. 


Alle zur Untersuchung gelangten Aminosaéuren waren durch mehrfache 
Umkristallisation gereinigt und analysiert. Im Falle des d, l-Valins gelang 
es nicht, Spuren hartnackig anhaftender anorganischer Stoffe wegzubringen ; 
darauf diirften die erhaltenen, etwas zu niedrigen Werte fiir das Molekular- 
gewicht zuriickzufiihren sein. 

Die Apparatur fur die kryoskopischen Untersuchungen war mit elektro- 
magnetischer Riihrung, Pendelunterbrecher und elektrischem Hammer aus- 
gestattet. Es wurde unter Einhaltung der Konvergenztemperatur gearbeitet. 

Von den Ebullioskopen nach Swietoslawski kamen sowohl das Diffe- 
rentialinstrument als auch zwei nebeneinandergeschaltete einfache Appara- 
turen in Anwendung. Sie arbeiten mit befriedigender Genauigkeit, die 
die der iiblichen alteren Verfahren weit iibertrifft. 

Alle in den folgenden Tabellen zusammengestellten Werte sind Mittel 
aus einer gr6éBeren Zahl von Versuchen. 

Zur Bestimmung des Brechungskoeffizienten diente das Zeisssche 
Eintauchrefraktometer. Die Ablesungen sind in der Regel nur auf Zehntel 
von Teilstrichen angegeben, trotzdem es miihelos gelingt, auch Bruchstriche 
von diesen zu reproduzieren, falls man fiir genaue Temperaturkonstanz 
und -Ausgleich Sorge tragt. 

Tabelle I. 


Kryoskopische Untersuchungen an Glykokoll (berechnetes Molekular- 
gewicht: 75). 





{ 


ates | Konzen- Gefrier- " 

Lésungs-| tration j punkts- ‘ Korrektur* | Gefundenes| Asso- 
Substans | ao Millimoten Pome = wannene a Molekular- ziations- 

7 | | or ke gung Unterkiihlung gewicht faktor 
1,2180 | 8,977 180.9 2,890° 1° + 0,0152 88,3 1,18 
0,7795 | 9,342 112,5 | 1,860 1,2 + 0,0117 84,7 1,13 
0,6174 | 9,390 87,66 | 1,473 1 + 0,0077 83,9 1,12 
0,4322 | 9,631 59,83 1,034 1 + 0.0044 81,4 1,09 
0,1827 | 9,850 24,73 0,448 1 + 0,0923 77,9 1,04 
0,1218 | 9,900 16,40 | 6,302 1 + 0,0915 76,6 1,02 


0,0853 | 9,916 11,46 | 0,194 1 + 0,0010 74,8 — 
* Nach Beckmann ist dic Konzentration fiir jeden Grad Unterkiihlung um 1/9 erhiht 
ainzusetzen. 
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Tabelle Il. 
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Kryoskopische Untersuchungen an d, l-Alanin (berechnetes Molekular- 


gewicht: 89). 

















Konzen- Gefrier- . 
Lésungs- ong . Korrektur : 
aie an tration in punkts- an  Binwaage Gefundenes| Asso- 
Substanz een Millimolen | erniedri- a r- | der ane Molekular- | siations- 
m2) pro gung enlung Unterkihlung gewicht faktor 
g g 100 g H,O J 
1,3196 8,826 168,0 3,103° 0,4° + 0,0080 90,4 
1,1710 | 8,964 146,8 2,750 1 + 0,0146 90,2 
0,7850 9,308 94,8 1,775 1 + 0,010 89,3 
0,2342 9,798 26,9 0,510 1,5 + 0,0044 88,7 — 
Tabelle I11. 
Kryoskopische Untersuchungen an d-Alanin 
(Molekulargewicht: 89). 
Konzen- Gefrier- ‘ 
Lisungs- - : od Korrektur , 
a : tration in punkts- On 1 Kinwaage Oefundenes Asso- 
Substanz ty | Millimolen | erniedri- ,Unter- | der Einwaage | Mojekular- ziations- 
g g 100 g H,0 J 
1,2040 8,948 151,2 2,822° 1,2° + 0,018 89,9 _ ‘ 
0,5435 9.5231 64,1 1,204 1,5 + 0,0968 88,4 
0,2670 9,766 30,7 0,574 0,7 + 0,0020 89,1 - 
0.1113 9,909 12,6 0,239 1 + 0,0014 88,0 — 
Tabelle 1V. 
Kryoskopische Untersuchungen an d, 1-Valin 
(Molekulargewicht: 117,1). 
Konzen- Gefrier- 

Lésungs- " 4 wend Korrektur , . . 
ot re. tration in | punkts- ie ‘nwaage |Gefundenes Asso- 
Substanz a Millimolen | erniedri- - oe aage Molekuter- | siations- 

oan ag gane a Unterkihlung gewicht faktor 
g g 100 g H,O 4 , 
0,5432 95268 48,59 | 0,954° 1,6° + 0,0101 113,1 
0,3802 9,660 33,61 0,683 1 + 0,0048 111,1 
0,2622 9,737 23,0 0,467 1,5 + 0,0050 110,4 — 
0.1863 9,834 16,18 0,308 1 + 0,0025 112.4 
Tabelle V. 
Kryoskopische Untersuchung von d, 1-Leucin 
(Molekulargewicht: 131). 
Lésungs- Konzen- Getri kt 
ae ens tration in ‘rélrierpunkts- “ns Gefundenes 
Substans a Millimolen | erniedrigung _ nie o Korrektur Molekular- 
(Hg 0) pro A iihlung gewicht 
g g 100g H,0 
0,0890 9,920 6,84 0,131° - + 0,001 129 
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Tabelle VI. 


Kryoskopische Untersuchung von 1-Leucin 


(Molekulargewicht: 131). 


























Lisungs- | ,Konzen- Gefrierpunkt fu 

Substanz ‘mittel + + me sll ptr 20” meme Unter- Gefundene 
Millimolen erniedrigung r Korrektur Molekular 

(Hg 0) ° JZ kiihlung rewicl 

Qt y oe gewicht 

0,2414 9,600 19,18 0,370° 1,6° + 0,0048 129,7 

0.1660 9,840 12,87 0,244 0,5 + 0,001 129,2 

Tabelle VII. 
Ebullioskopische Untersuchung von 1]-Asparagin 
(berechnetes Molekulargewicht: 132,08). 

‘ Lis smittel co ati Sied kts- } denes oes 
Subetane | Mrungrmitel | Konsentraton Sledepunkts-  Gefndenes | ssoriations 
g g pro 100g H,0 gewicht aktor 
5,863 196 22.66 0,104° 149.5 1,13 
4,013 196 15,51 0,076 140,1 1,06 
2,735 196 10,57 0,053 135,0 1,02 
1,118 196 4,32 0,023 134,8 1,02 
Tabelle VIII. 

Kryoskopische Untersuchung von d-Arginin 
(berechnetes Molekulargewicht: 174,15). 
& Konzen- Gefrier- P | 

: | Lésungs- aca unkts- > Korrektur Sefendenes| Asso- 
Substanz 0) Millimolen exniedri- wihtone oe ‘Molekular- | ziations- 

| - 100 5 Hi, 0 gung Unterkiihlung gewicht faktor 
12160 8979 77,76 1,0729*% 2 | +0030 | 2405 1,38 
0,9120 9,232 56,72 0,795 2 + 0,0228 236,6 1,36 
0,456 9,617 27,22 0,496 2,2 + 0,0112 222.3 1,27 
0,228 9,808 13,35 0,201 2,2 + 0,0063 220.7 1,26 

Tabelle IX. 
Ebullioskopische Untersuchung von 1-Dioxyphenylalanin 
(berechnetes Molekulargewicht: 197). 

_.___ | Lésungsmittel Konzentration | Siedepunkts- | Gefundenes |, ..... 
ae | Go in Millimolen |  erhohung Molekular- ——— 
g g pro 100g H,0 gewicht a 
3,070 196 7,952 0,025° 326,0 1,65 
2,057 196 5,327 0,023 237,2 1,20 
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Tabelle X. 


Refraktometrische Messungen an Glykokoll; Temperatur 20°. 





Gefunden Berechnet * Differenz 


gm ii — zwischen be- 
Seems Skalenteile Brechungs- Brechungs- Skalenteile rechneten und 
y g des Refrakto- index index des Refrakto- gefundenen 
g meters n > - an=1,3 meters Skalenteilen 

1,195 71,1 5429 5499 73,0 1.9 
0,7701 50,5 4569 4719 51.9 1,4 
0,6129 42.5 4369 4429 44.0 1,5 
0,4294 34,0 4048 4091 35,1 1,1 
0,1821 23,0 3628 3636 23,2 0,2 
0,1215 20.3 3524 3525 20,3 — 
0.0853 18,6 3458 : 


* Aus der niedersten Konzentration unter der Annahme von Proportionalitat 


Refraktometrische Untersuchungen an d, l-Alanin; Temperatur 30°. 


Tabelle 








TOPE Gefunden Berechnet Differenz 
— je one — zwischen be- 
I Taek, Skalenteile Brechungs- Brechungs- Skalenteile rechneten und 
we des Refrakto- index index des Retrakto- gefundenen 
g meters anw1,3.. a=1,3.. meters Skalenteilen 
1,1544 63,9 5165 5169 64,0 0,1* 
0,2330 22.1 3594 — - - 


* Diese geringe Differenz 
in das Gebiet der Versuchsfehler. 


T abelle 


XIl. 


Refraktometrische Messungen an d-Alanin; Temperatur 20°. 


innerhalb eines betrichtlichen Konzentrationsintervalls fallt 





; , Gefunden . Berechnet Differenz 
— ~- - ao —_—_—_—__—_—__—_—— zwischen be- 
Lis & Skalenteile Brechungs- Brechungs- Skalenteile rechneten und 
sung des Refrakto- index index des Refrakto- gefundenen 
g meters n=1,3 a= 1,3. meters Skalenteilen 

1,1991 69 5352 5354 69,05 0,05* 
0,6043 41,5 4332 4336 41,6 0,1* 
0,3035 28.0 2820 3821 28,0 — 
0.1518 21,25 8561 -— - 


* Abweichung innerhalb der Fehlergrenzen 


Tabelle XIII. 


Refraktometrische Messungen an d, 1-Valin; Temperatur 20°. 








re Gefunden Berechnet Differenz 
ae —_—— —-—_-_----- — — - -— zwischen be- 
Li & Skalenteile Brechungs- Brechungs- Skalenteile rechneten und 
epee des Refrakto- index index des Refrakto- gefundenen 
g meters n  s awi1,8 meters Skalenteilen 
0,3629 31,5 3953 3916 30,55 — 0,95 
0,2895 27,7 8808 3792 27,3 —= GA 
0,2038 23,6 3651 3647 23,5 — 0,1 
0,1623 21,8 3582 3576 21,65 — 015 
0.1305 20,2 3521 3522 — — 
0,1044 19,1 3478 -- - 








Tabelle XIV. 


Refraktometrische Messungen an 1-Leucin. 
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Gefunden Berechnet 
Substanz - ee = : —_-—— 

Lt wg Skalenteile Brechungs- Brechungs- Skalenteile 
aang des Refrakto- index index des Refrakto- 
zg meters e=1,3... n ee meters 
0,2045 22,4 3606 3608 22.4 

0.0614 16.9 3393 


Tabelle XV. 


Differenz 
zwischen be 
rechneten un 

gefundenen 
Skalenteilen 


Refraktometrische Messungen an l-Asparagin; Temperatur 22,4°. 








: Gefunden Berechnet 

Substanz EP Peas esti: I 

Lb 10 g Skalenteile Brechungs- Brechungs- Skalenteile 

sa des Refrakto- index index des Refrakto- 
g meters n=1,3... Soe ae meters 

0,2982 28,9 3855 3916 30,55 

0,2387 26,0 3743 3787 27,15 

0,1493 21,4 3567 3597 22,2 

0,0238 15,2 3328 - - 
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Glutathiongehalt des Blutes von Geisteskranken. 
Von 
E. King, L. Baumgartner und Irvine H. Page. 


fAus der chemischen Abteilung der Deutschen Forschungsanstalt fiir 
Psychiatrie (Kaiser Wilhelm-Institut), Miinchen. } 


(Eingegangen am 13. November 1929.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Man hat Grund zu der Annahme, daB bei Patienten, die an de- 
pressiver Psychose leiden, die Gewebsoxydation niedriger ist als bei 
den Normalen. Es szhien nicht unwahrscheinlich, daB der Glutathion- 
gehalt des Blutes dieses widerspiegeln kénnte. Wir haben deswegen 
versucht, in eiweiBfreien Filtraten von Blut dessen Bindungsvermégen 
fiir Jod in schwachen Jodlésungen quantitativ zu bestimmen unter 
der Annahme, da das Jod hauptsachlich von Glutathion gema8 
der Gleichung ’ 

2GSH+ J, = G—S—S—G+ 2HJ 
verbraucht wird. 

Wir wollen nicht etwa behaupten, daB nichts aufer Glutathion titriert 
wird, sondern wollen vielmehr das gesamte Jodbindungsvermégen eiweif- 
freier Filtrate betrachten. Dieser Punkt mége bei der Besprechung der 
folgenden Resultate im Auge behalten werden. 


Die Methode Tunnicliffs (1), bestehend in einer direkten ‘Titration der 
SH-Gruppe mit Jod ist zur Bestimmung des Glutathions in kleineri Mengen 
enteiweiBten Blutes als Mikromethode nicht besonders gut geeignet. Der 
Gebrauch eines auBeren Indikators (Tiipfelmethode) (nach dieser Methode 
Nitroprussid-Natrium) scheint infolge der durch Entnahme der Loésung 
bedingten Volumendnderung fiir eine Mikromethode unpraktisch zu sein. 
Harnstoff, Harnsaéure, Kreatinin, Glucose und Fructose stéren die 
Titration nach Angabe von Tunnicliff nicht. Uyei (2), der seine Resultate 
durch Bestimmung des Gesamtschwefels nachpriifte, behauptet, daB Starke 
ein besserer Indikator fiir die jodometrische Titration des Glutathions sei als 
Nitroprussid-Natrium. Auch Perlzweig und Delrue (3) und Turner (6) 
benutzten Starke in ihren Arbeiten iiber Glutathionbestimmungen. Starke 
gibt aber bei Anwendung als innerer Indikator keinen geniigend scharfen 
Endpunkt, um die direkte jodometrische Titration fiir diesen Fall anwendbar 
zu machen; hingegen wurde gefunden, daB wenn man einen Uberschu8 
von Jod dem eiweiBfreien Filtrat zugibt und diesen Uberschu8 mit Thio- 
sulfat zuriicktitriert, der Endpunkt gut ausgepragt und bleibend ist. 


25° 
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Ubereinstimmende Resultate kénnen durch folgende Arbeits- 
weise gesichert werden: 

l5cem des Blutfiltrats werden mit 1 cem n/100 Jodlésung und 
2 Tropfen Starkelésung versetzt und dann mit n/500 (taglich frisch 
bereiteter) Thiosulfatlésung bis zum Verschwinden der blauen Farbe 
titriert. Dann gibt 5 (die Anzahl verbrauchter Kubikzentimeter Thio- 
sulfat) x 0,614 das Gewicht des Glutathions in Milligrammen!. 

Es wurde jedoch gefunden, daB die verschiedenen Ausfallungsarten 


der Blutproteine recht betrachtliche Anderungen in dem nach dieser 
Methode bestimmten Glutathiongehalt verursachten. Es interessierte 


uns zu erfahren, ob die EnteiweiBung nach Folin-Wu (4) (Wolfram- 
siure) und nach der neuerdings von Benedict und Newton (5) (Molybdan- 
siure) beschriebenen Methode fiir Glutathion Werte liefern wiirde, 
die mit denen durch EnteiweiBung mittels Trichloressigsiure nach 
Tunnicliff erhaltenen vergleichbar waren. 

Uberraschenderweise bekamen wir in den zwei ersten Filtraten 
viel héhere Werte als in den letzten. Es wurde angenommen, daB 
der erhebliche Unterschied in der Aziditat der Folin-Wu- und Benedict- 
Newton-Filtrate, deren Reaktion nahezu neutral ist, und derjenigen 
des Trichloressigsaurefiltrats, das stark sauer ist, fiir diese Unstimmig- 
keit verantwortlich sei. Brachten wir die beiden ersten Filtrate durch 
Zusatz von HCl auf ein dem letzteren gleiches pg (etwa 2), so wurden 
recht iibereinstimmende Werte gefunden, was aus der Tabelle I zu 
ersehen ist. 

Tabelle I. 


Unterschiede im Glutathiongehalt des Blutes in verschiedenen proteintreien 
Filtraten bestimmt. 


Fallungsmethoden fiir das BluteiweiB. 





«Kaninchen Folin-Wu 


Trichloressigsiure mg Glutathion in Benedict-Newton 
Nr. 100 cem Blut 
1 60,4 130,0 114,9 
2 68,5 117,2 109,7 
3 66,4 135,2 84,5 
4 63,4 98,6 112,9 


Wiederholt an demselben Blute mit Zugabe von Saure. 





Kaninchen  Trichloressig- Ohne Mit Obne Mit 
Nr siure Stiurezusatz Sturezusatz Stiurezusatz Siurezusatz 
1 60,5 108.8 65,8 104,7 66.5 
2 68,5 117,2 69,2 100,7 76,1 
3 66,3 135,1 77,4 105.6 66,8 
+ 60,8 98,7 64,5 112.9 64,4 


1 Berechnet nach Hopkins (7) neuerdings revidierter Formel fiir Gluta- 
thion C,>H,,0,N,8 1 cem n/500 Jodlésung aéquivalent 0,614 mg Glutathion. 
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Daf diese Unterschiede lediglich durch die Reaktion des Mediums 
verursacht waren, wurde durch die Tatsache bewiesen, daB, wenn 
wir Salze einer schwachen Saure, z. B. Natriumwolframat oder Natrium- 
borat, zum T'unnicliff-Filtrat zusetzten, um das pq der Lésung dem- 
jenigen der Folin-Wu- wnd Benedict-Newton-Filtrate annahernd an- 
zugleichen, wir viel héhere Jodzahlen erhielten als vorher im Original- 
Trichloressigsaurefiltrat. So verbrauchten z. B. 5cem eines 10° igen 
Trichloressigsiureextrakts von normaler Kaninchenleber (10 Teile 
10°,iger Trichloressigsiure auf 1 Teil Leber) 5,83cem n/500 Jod- 
lésung. Wurde das pq derselben Lésung durch Zusatz von Natrium- 
borat auf 6 gebracht, so stieg der Jodverbrauch auf 7,8 ccm, und 
ein pu= 7 durch Natriumwolframat hervorgerufen, brachte den 
Jodwert auf 8,5 cem. 

Um diesen EinfluB des py auf die Titration weiter zu erforschen, 
bereiteten wir einen Leberextrakt aus 1 Teil Leber und 20 Teilen Tri- 
chloressigséurelésung. Je 10cem dieses Extrakts wurden auf ver- 
schiedene py gebracht; zu jedem Versuch wurden 3ccm n/100 Jod- 
léisung und n/500 Thiosulfat bis zum Verschwinden des Blaus der 
Starke zugegeben. Bis zu pg 5 aufwarts war der Jodverbrauch nahezu 
konstant, aber iiber dieses pg hinaus begann ein rascher Zuwachs 
desselben. Uber py 7 wuchsen die Werte iiberaus rasch,' jedoch ist 
das wahrscheinlich durch die Bildung von Jodat und Jodid bedingt. 
Abb. 1 gibt die Titrationskurve dieses Leberextrakts bei verschiedener 
Wasserstoffionenkonzentration. 
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Abb. 1 


Die Arbeit von Twurner (6) scheint anzuzeigen, dab das py, bei 
welchem die Zellen hamolysiert werden, einige Unterschiede ver- 
ursachen kann. Eine Reihe von Glutathionbestimmungen in Proben 
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von Blut, das durch destilliertes Wasser, 0,5- und 1°, ige Trichlor- 
essigsaure himolysiert wurde, zeigte keine groBen Unterschiede. In 
Anbetracht der groBen Unbestandigkeit, die Substanzen mit einer 
Thiolgruppe in jedem séureentbehrenden Medium aufweisen, hielten 
wir es jedoch fiir das richtigste, in schwachsaurer Lésung zu hamo- 
lysieren. Es wurde ferner der Einflu8 der Zeit, wahrend der die Hamo- 
lyse stattfand, auf die Resultate gepriift, jedoch dabei so un- 
bedeutende Unterschiede gefunden, dafi eine Einwirkungsdauer von 
5 Minuten willkirlich als Standardzeit gewahlt wurde. 

Der Betrag an Glutathion unmittelbar nach der Fallung einerseits 
und nach 24stiindigem Stehen des Filtrats andererseits zeigte keinen 
q wesentlichen Unterschied. 


Methodik. 


In den folgenden Glutathionbestimmungen im Blute von normalen 
und geisteskranken Personen wurden je 3ccem Blut mit 24cem 0,5 %iger 
Trichloressigsiure 5 Minuten hamolysiert und dann mit 3cem 25% iger 
Trichloressigsiure gefallt, filtriert und sofort titriert. Die doppelt an- 
gegebenen Zahlen zeigen getrennt Hamolyse, Fallung und Titration. Zwei 
Titrationen stimmten genau iibereiv. 


Resultate. 


Es wurde eine eventuelle Wirkung des Hungerns auf den Glutathion- 
gehalt des Blutes in Betracht gezogen. Das Blut dreier erwachsener 
Menschen wurde nach 6 Stunden Hungerns und | Stunde nach dem 
Essen untersucht ; desgleichen wurden Bestimmungen an zwei Kaninchen 
vor und nach 3 Tagen Hungerns ausgefiihrt. Tabelle II zeigt die Re- 
sultate dieser Bestimmungen. Man kann sehen, daB keine nennens- 
werten Unterschiede beobachtet wurden. 


Tabelle Il. 
EinfluB des Hungerns auf den Glutathiongehalt normalen Blutes. 





mg Glutathion in 100 ecm Blut 


Individuum |/—_—_——____—_ ee ao eddntenaead 
| nach dem Hungern nach dem Essen 





54,3 
52,5 
5 56,4 
8 60,1 
8,7 68,6 
6 
4 


7, 


or 


¢ Mensch 


ores 


eS & 


SS 
“I @ 


Kaninchen 56, 50,4 
59.4 52,3 


Tabelle I gibt die Resultate einer Serie von Glutathion- 
bestimmungen im Totalblut normaler und geisteskranker Personen: 
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Glutathiongehalt des Blutes von Geisteskranken. 


Wieder werden getrennte Bestimmungen durch doppelte Zahlen- 
angaben dargestellt. Vergleicht man den gefundenen Glutathiongehalt 


in der normalen und psychopathischen Gruppe, so findet man, da die 
Unterschiede zwischen diesen Gruppen nicht gréBer sind als die 
individuellen Unterschiede innerhalb ein und derselben Gruppe. 


Tabelle ITI. 


Glutathiongehalt von normalem und psychopathischem Menschenblut. 





mg Glutathion in mg Glutathion in 


Normal 100 eem Blut Psychopathisch 100 cem Blut Diagnose 
l 80, 6.3 
ny I - ) Melancholie 

2 54,4 2 52.3 
52.4 58.3 
3 96,5 3 48.4 
60,2 48,4 

4 58,7 4 53,2 > 
67,8 53,3 
5 56,4 5 50,0 
56,4 48,8 

« 56,2 6 ‘ : 
56,4 66,3 
7 56,2 
60,1 
s { 82,2 

76.4 : 


Normales Menschenblut enthalt im Durchschnitt etwa 30 mg 
Nichtproteinstickstoff in 100cem. Vor diesem Betrag ist ungefahr 
nur die Halfte als Harnstoff, Harnséure, Kreatirin, Ammoniak und 
Aminoséuren vorhanden. Der iibrige, der sogenannte Reststickstoff, 
ist von unbestimmter Zugehérigkeit und gehért zum gréBten Teil 
den Blutkérperchen an. Fast alles Glutathion des Blutes ist an die 
Zellen gebunden, und es interessierte uns zu erfahren, in welchem 
Verhiltnis der Reststickstoff dem in der oben angegebenen Weise 
bestimmten Ghitathion anzurechnen ware. 


Aus Tabelle IV ersicht man, daS nur ein geringer Teil dieses 
Stickstoffs dem in normalem Menschenblut vorhandenen reduzierten 
Glutathion angehért. Die Nichtproteinstickstoffbestimmungen wurden 
in 5 ecm-Portionen enteiweiSten Blutfiltrats nach der Mikro-Kjeldah]- 
methode von Pregl ausgefiihrt. Der Prozentgehalt des Stickstoffs 
im Glutathion wurde nach der Formel C,)H,,O,N,5 zu_ 13,68 be- 
rechnet. 
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Tabelle 1V. 


Glutathionstickstoff von Menschenblut. 





mg Nicht-Proteinstickstoff mg Glutathion a ~~ ae 
in 100 cem Blut in 100 cem Blut ™ 198 nag 
1 34.8 (Trichloressigsaure-Filtrat) 43,9 6,01 
32,8 
29,0 (Folin- Wu-Filtrat) 56,2 7,69 
28,8 
2 34,0 (Trichloressigsaure-l iltrat) 66,3 9,07 
29,2 
32.2 (Folin- Wu-Filtrat) 58,4 7,99 
28,8 
3 33,6 (Trichloressigsaure-Filtrat) 56,5 7,73 
34,8 
30,8 ( Folin- Wu-Filtrat) 58.3 7.98 
Zusammenfassung. 


Es wird eine Mikromethode zur Bestimmung des Glutathions 
in kleinen Mengen von Blut beschrieben (das py der titrierten Probe 
scheint einen bemerkenswerten Einflu8 auf die Titrationsresultate 
auszutiben). Der so bestimmte ,,Glutathiongehalt‘‘ des Blutes scheint 
durch Hunger nicht beeinfluBt zu werden und bei Normalen und 
Geisteskranken nicht wesentlich verschieden zu sein. 


Herrn Geheimen Rat Prof. Dr. R. Willstdtter méchten wir ergebenst 
fiir die uns in liebenswiirdigster Weise erteilten Ratschlige und Herrn 
Prof. Dr. J. Lange fiir das uns bereitwilligst zur Verfiigung gestellte Aus- 
gangsmateria} danken. 
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Zur chemischen Zusammensetzung skorbutischer Knochen. 


Von 
Lothar Statsmann. 
(Aus dem Hygienischen Institut der Universitat Berlin.) 


(Eingegangen am 14. November 1929.) 


Bekanntlich treten beim Skorbut weitgehende Veranderungen 
des Knochengewebes ein. Man hat wohl vermutet, daB diese Ver- 
inderungen teilweise chemischer Natur seien. In erster Linie sollte 
der Ca- und P-Gehalt ausschlaggebend sein, denn es liegen Arbeiten 
vor, die Angaben tiber diese beiden Bestandteile enthalten. Nach 
ihnen tritt eine Verminderung derselben nicht ein. ‘Allerdings geben 
die meisten Arbeiten! nur den Ca- und P-Gehalt im Verhaltnis zur 
Trockensubstanz an, wahrend der absolute Gehalt an Mineralbestand- 
teilen im Knochen unberiicksichtigt blieb. Deshalb habe ich auf Ver- 
anlassung von ,Herrn Geheimrat Hahn die Knochen normaler und 
skorbutischer Meerschweinchen nicht nur auf ihren Ca- und P-Gehalt 
untersucht, sondern auch auf Wassergehalt, Trockensubstanz, Ver- 
haltnis von anorganischer zu organischer Masse, sowie auf den Stickstoff- 
gehalt der letzteren. 

Zunachst wurde eine Anzahl Knochen von jungen, normal er- 
nihrten Meerschweinchen untersucht. Wie zu erwarten, sind die 
hier auftretenden Schwankungen besonders im Wassergehalt recht 
groB, so daB derartige Tiere fiir die Versuche wenig geeignet schienen, 
da sich spater nicht mit Sicherheit hatte feststellen lassen kénnen, 
ob etwaige Schwankungen im Wassergehalt und in anderen Bestand- 
teilen auf den Skorbut oder auf andere Ursachen (Wachstumsprozesse ?) 
zuriickgefiihrt werden miissen. 


1 Mouriquand, Morel, Michel, Thévenon, Chem. Centralbl. 1921, IIT, 
1510; C. r. soc. de biologie 85, 469 bis 470; Mouriquand, Michel, Leulier, 
Chem. Centralb]l. 1925, I, 2169; C. r. soc. de biologie 92, 269 bis 271; Iwabuchi, 
Chem. Centralbl. 19238, I, 379. 
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Aus folgender Tabelle sind die Schwankungen bei diesen junge: 
Tieren ohne weiteres ersichtlich. 


Tabelle 1. 





Trocken- 


H,0 rot to scl Organisch N-Substanz Anorganisch Ca PO, 
25,47 74,53 26,54 22,97 73,46 47,56 53,9 
31,92 68,08 26,46 25,66 73,5 35,54 55,46 
40,89 59,11 26,85 25,57 73,15 40,75 42,3 
38,80 61,20 29,43 24,88 70,57 40,27 54,51 
32,12 67,88 24.55 18,23 75,45 37,92 55,08 
34,66 65,34 24,37 21,69 75,63 41,82 55,94 
29,8 70,2 25,01 21,37 74,99 40,31 54,36 
30,85 69,15 39,51 30.5 69,49 39,45 56,39 
22,8 77,2 28,28 25,88 71,72 40,00 55,42 
32,19 67,81 30,67 29.8 69,33 38,8 53.5 
31,74 68,26 28,4 21,5 71,6 40,67 55,2 

Mittelwerte : 
31,92 68,07 27,37 23,55 72,63 40,29 53,82 


In der Folge wurden Tiere gewahlt, deren Anfangsgewicht 
wenigstens 400 g betrug. Eine Reihe mannlicher Tiere wurde normal. 
eine andere avitaminotisch ernahrt. Entsprechend wurden zwei Reihen 
weiblicher Tiere angesetzt. 

Das normale Futter bestand in Hafer, Heu und Mohrriiben, wahrend 
zur Erzeugung des Skorbuts Citronensaft in unzureichender Menge 
an Stelle von Mohrriiben verabreicht wurde. Beim Tode eines skor- 
butisehen Tieres wurde ein entsprechendes normales Tier aus dem 
Versuch genommen und die Knochen untersucht. 

Bei der Aufarbeitung der Knochen — es wurden stets die Femora 
der Tiere untersucht — wurde zunaichst das Mark entfernt und der 
Knochen lufttrocken gemacht. Zur Bestimmung des Wassergehalts 
wurde ein Teil der lufttrockenen Knochen bei 140° bis zur Gewichts- 
konstanz getrocknet. 

Die anorganischen und organischen Bestandteile der Trocken- 
masse wurden ermittelt, indem ein Teil — die Diaphyse — der luft- 
trockenen Knochen verascht wurde. Die organischen wurden als 
Differenz der anorganischen ermittelt. Bei der zur Verfiigung stehenden 
geringen Knochenmenge erschien diese Methode als die zweckmaBigste. 

Die Bestimmung des Stickstoffs erfolgte nach Kjeldahl. Die 
Stickstoffsubstanz wurde durch Multiplikation mit 6,25 berechnet. 

Die Ermittlung des Kalk- und Phosphorsauregehalts geschah 
auf gravimetrischem Wege. Die bei der Bestimmung der anorganischen 
Bestandteile erhaltene Knochenasche wurde zur Entfernung der 
Kieselsiure mehrfach mit Salzsaure gelést und zur Trockne eingedampft, 








Tabelle 11. 
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dann mit Salpetersiure aufgenommen, filtriert, in einem 100-cem- 
MeBkolben mit destilliertem Wasser aufgefillt und in aliquoten Teilen 
Kalk als Oxalat und Phosphorsaure als Molybdat gewichtsanalytisch 
bestimmt. 

Die so erhaltenen Werte sind in Tabelle II zusammengestellt 
Dabei sind die organischen, anorganischen Bestandteile und die Stick 
stoffsubstanz als Prozente der Trockensubstanz, Kalk- und Phosphor- 
siuregehalt als Prozente der anorganischen Bestandteile angegeben. 

Die daraus errechneten Mittelwerte — ohne den Wert 21,99, 
der ganz herausfallt — finden sich in Tabelle II, waihrend die diesen 
Werten entsprechenden, auf die originiren wasserhaltigen Knochen 
nicht auf die Trockensubstanz berechneten, in Tabelle IV vereinigt sind. 








Tabelle III. 

Mine Tine H,0 | Tibetan: Oreanisch) SSN? | segamisch, © PO, 
of, normal .. 20,06 | 79,94 26.39% 21,42, 73,69, 36,81, 55,34 
a) ap 18.12 | 81,88 | 2618 | 21.49 | 73,87 | 37,79 | 55,36 
o', skorbutisch 16,59 | 83,41 | 2493 2091 | 75,07 | 37,98 | 55,49 
A . 16,21 | 83,79 | 25,79 21,07 | 74,21 | 37,21 56,44 

Mittelwerte : 
Normal... . 19,09 | 89,91 | 26,22 | 21,45 | 73,78 | 37,30 | 55,35 
Skorbutisch . . 16,40 83,60 2536 20,99 | 74,64 37,69 | 55,96 


Tabelle IV. 





N-Sub- An- Cs 


Bezeichnung Trocken- 
H,0 stanz (organisch 


des Tieres substanz Oupeniochs 
o', normal .. 29,06 79.94 21.03 17,12, 58,91 21,68, | 32,60 
S, » oe 18,12 81,88 21.39, | 17,59, | 60.48, | 22,85, | 33,45, 
o, skorbutisch 16,59 83,41 20.79, | 17,44, | 62,61, | 23,78, 34,75, 

’ 16,21 83,79 | 2161 17,65, 62,18 | 23.13, | 35,09, 


” 
Mittelwerte : 
«°S 19,09 80,91 | 21,21, 17,36, | 59,69, | 22,27, | 33,04, 
Skorbutisch . . 16,40 83,60 21,20, | 17,54, 62,39, | 23,45, | 34,92, 


Abgesehen von den Unterschieden im Wassergehalt und dadurch 
bedingt in der Trockensubstanz, sind die Differenzen zwischen den 
iibrigen Bestandteilen recht gering. Bei der organischen und der 
Stickstoffsubstanz betragen sie noch nicht einmal 1 °.,. Die drei tibrigen 
Werte — anorganische Substanz, Ca, PO, — differieren in Tabelle LI 
auch nur héchstens um 0,86°,. Anders bei den auf die wasserhaltige 
Knochensubstanz berechneten Werten (Tabelle IV). Die Stickstoff- 
und die organische Substanz stimmen beim normalen und skorbutischen 
Knochen auffallend iiberein, obwohl die skorbutische Trockensubstanz 
2,69 %, héher liegt. Dieser Uberschu8 scheint also in erster Linie durch 
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Chemische Zusammensetzung skorbutischer Knochen. 


m- die anorganischen Bestandteile bedingt zu sein. Somit weisen die 
len skorbutischen Knochen einen geringeren Wassergehalt und einen 
ch héheren Gehalt an Asche auf. Man ist versucht, diese Tatsachen in 
ursichliche Verbindung zu bringen mit den skorbutischen Knochen- 
lit veranderungen, und diese auf den Wasserverlust zuriickzufiihren. Zu 
*k bedenken ist freilich, daB die Nahrungs- und Wasseraufnahme bei 
or- schwer skorbutischen Tieren in den letzten Stadien im allgemeinen 
} stark vermindert ist. Hingewiesen sei auch auf die Untersuchungs- 
99, ergebnisse von Héjer!, der die Knochenstérungen beim Skorbut in 
en einer Degeneration und Reduktion der Osteoblasten erblickt. 
pn Jedenfalls kénnen erst ausgedehntere Versuche dariiber AufschluB 
ad. geben, ob ein Zusammenhang zwischen Wasserverlust und Knochen- 
veranderungen besteht. Namentlich Rént gengitterspektren, mit deren 
Hilfe ein Einblick in die Struktur des Knochens méglich ware, kénnten 





einen weiteren Beitrag zur Kenntnis der Veranderungen im _ skor- 
butischen Knochen liefern. Auf jeden Fall ist aber durch die Knochen- 
. analysen erneut bewiesen, daB eine Verminderung des Ca- und PO,- 


6 Gehalts als Ursache fiir die Verainderungen des Knochens nicht an- 

9, 

4 genommen werden kann. { 

, , 


1 Hoéjer, Acta paediatr. 1924, 3, Suppl.; B. Ph. 29, 747, 1925. 








Uber Oberflaichenspannung fliissig/gasférmig und Grenzflichen- 
spannung fliissig/fliissig. Zu den Theorien der Narkose und 
Permeabilitit. 


Von 
J. Traube, L. J. Weber und C. Guirini. 


(Aus dem kolloidchemischen Laboratorium der Technischen Hochschule 
Charlotterburg.) 


(Eingegangen am 14. November 1929.) 


Die Frage, wie weit man die zahlenmaBigen Beziehungen und 
GesetzmaBigkeiten, welche sich bei der Bestimmung der Oberflachen- 
spannung an der Grenze fliissig/Luft ergeben haben, auf die Werte 
der Grenzflachenspannung fliissig/fliissig iibertragen kann, wenn die 
eine Fliissigkeit Wasser oder eine wisserige Lésung ist, ist von einer 
sehr erheblichen Bedeutung in biologischer Beziehung. 

So hat man gegen die Oberflichenaktivitatstheorie der Narkose!, 
welche enge Beziehungen der narkotischen Wirkungen der Narkotica 
zu den QOberflachenaktivitaten der wasserigen Lésungen feststellt, 
den Einwand erhoben, da es sich bei den biologischen Vorgingen 
nicht um Oberflachenspannungen handele, sondern um Grenzflichen- 
spannungen an der Grenzflache wasseriger Lésungen der Narkotica 
oder der Narkotiza und wisserigem Protoplasma oder Lipoiden, und 
daB gerade fiir die wichtigsten Narkotica, wie Chloroform usw., keine 
Beziehung zwischen Oberflichenspannung und narkotischer Wirkung 
statthat, insofern die Oberflachenspannung einer waisserigen Lésung 
von Chloroform und anderen Halogenalkylen sich verhaltnismabig 
wenig von derjenigen des Wassers unterscheidet. Wiederholt? ist 
der eine von uns (Traube) auf diese Frage eingegangen, leider fehlte 
es bis vor kurzem an in Betracht kommenden Werten der Grenz- 
flachenspannungen, so daB man die Frage nicht mit geniigender 
Sicherheit beantworten konnte. 


1 Traube, Pfliigers Arch. f. d. ges. Physiol. 153, 276, 1913; 160, 501, 
1915; 161, 530, 1915; 176, 70, 1919; 218, 749, 1928; daselbst weitere Literatur. 
2 Traube, ebendaselbst 218, 753, 1928. 
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Ebenso bedeutsam als die Fragen, welche sich an die narkotischen 
Vorginge kniipfen, sind die Fragen, welche fiir die osmotischen Vor- 
gange bei der Osmose von insbesondere wisserigen Lésungen durch 
Membranen! mafgebend sind oder, wie man auch sagt, um die Per- 
meabilitatsvorgange. 

Wenn man Zellen, wie Pflanzenzellen, rote Blutkérperchen, 
Muskeln usw., in aquivalente wisserige Lésungen verschiedenster Salze 
oder organischer Stoffe einlegt, so konnte festgestellt werden, daf 
die Geschwindigkeit der Permeabilitat bzw. die Fahigkeit der AuBen- 
lésungen, tiberhaupt in die Zellen einzudringen, fast ausnahmslos der 
Ober flichenspannung der Lésung? parallel geht. 


Stoffe, welche die Oberflichenspannung erhéhen, wie Salze, Zucker- 
arten, dringen bekanntlich nicht oder langsam in die Zellen ein, und fiir 
die Anionen der Alkalisalze erfolgt das Eindringen in der durch die Hof- 
meister-Spirosche Reihe gegebenen Reihenfolge derart, daB die Permea- 
bilitét der Salze um so geringer ist, je mehr die betreffenden Salzionen 
die Oberflichenspannung des Wassers erhéhen. Fiir die organischen Stoffe, 
welche die Oberflichenspannung des Wassers erniedrigen, zeigt sich gleich- 
falls ein so gut wie vollstaéndiger Parallelismus von Permeabilitét und 
Oberflachenaktivitat. Glycerin und Harnstoff dringen fast gar nicht ein, 
ein wenig schneller Glykol und Acetamid, ganz in der Reihenfolge der 
Oberflachenspannungen, schnell dringen ein die oberflichenaktiven Stoffe, 
wie Alkohole, Fettséuren, Ather, Ester, Ketone usw. in steigendem MaBe 
mit wachsendem Molekulargewicht, und selbst quantitativ machen sich 
die Beziehungen von Oberflichenaktivitét und Permeabilitét geltend, 
indem fiir homologe Stoffe die Regel gilt, nach welcher ‘mit wachsender 
CH,-Gruppenzakl die Permeabilitét und Oberflichenaktivitét im Ver- 
haltnis 1: 3:37... zunimmt*. Ja selbst fiir wasserige Lésungen nicht 
homologer Stoffe, wie Alkohole, Ather, Ester, Ketone, Urethane usw., 
zeigt sich nach Czapek* und Kisch*, daB isokapillare Lésungen im all- 
gemeinen gleiche Permeabilitét in bezug auf Pflanzenzellen erkennen 
lassen. Eine Ausnahme bilden hier wieder Halogenalkyle und Kohlen- 
wasserstoffe. 


Nun haben Rehbinder und seine Schiiler® unter anderem folgendes 
festgestellt: Die Grenzflachenspannung an der Grenze zweier fliissiger 
Phasen wichst mit abnehmender Léslichkeit beider Phasen ineinander 
und mit zunehmendem Polarititsunterschied derselben. Dieselbe 
wichst beispielsweise fiir das System Wasser/organische Fliissigkeit von 


1 Traube und Dannenberg, diese Zeitschr. 198, 209, 1928; Traube und 
Whana, ebendaselbst 208, 364, 1928. 

2 Traube, Pfliigers Arch. f. d. ges. Physiol. 128, 419, 1908. 

3’ Ebendaselbst 105, 556, 1904; Fiihner und Neubauer, Arch. f. exper. 
Pathol. u. Pharm. 56, 333, 1907; Traube, diese Zeitschr. 10, 375, 1908. 

4 Czapek, Ber. d. Deutsch. Bot. Ges. 28, 483, 1910. 

5 Kisch, diese Zeitschr. 40, 152, 1912. 

& Rehbinder, diese Zeitschr. 180, 19 u. 37, 1927; Zeitschr. f. physik. 
Chem. 129, 162, 1927; vgl. Trawbe, Arch. f. d. ges. Physiol. 218, 763, 1928. 
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Methylalkohol : Butylalkohol : Ather : Anilin : Chloroform : Benzo! 
: Petrolather. 


Wenn Wasser an Phasen verschiedener Polaritét grenzt, beispiels- 
weise Hexan, Benzol, Olivenél, so wachst ferner die Grenzflachen- 
aktivitat eines dritten Stoffes, wie Chloroform, welcher sich in den 
beiden Phasen entsprechend seiner Léslichkeit verteilt, mit dem 
Polaritatsunterschied, d. h. der Grenzflachenspannung der beiden 
Phasen. Ein Stoff wie Chloroform, dessen Oberflachenspannung an 
der Grenze Wasser/Luft sehr gering ist!, zeigt eine sehr bedeutende 
Grenzflachenaktivitét an der Grenze Wasser/0] und sicherlich auch 
Wasser und den fettaéhnlichen Lipoiden. Die Schwierigkeiten, welche 
das Chloroform und ahnliche Narkotica bereiteten, sind also hiermit 
iiberwunden; man darf bei derartigen Stoffen die Oberflachenspannung 
an der Grenze Wasser/Luft nicht in Beziehung setzen zu den Grenz- 
flachenspannungen fliissig /fliissig und fliissig/fest. Solche Stoffe kénnen 
oberflacheninaktiv, aber andererseits stark grenzflachenaktiv sein. Die 
Oberflacheninaktivitét hangt tibrigens, wie in friiheren Mitteilungen 
erértert wurde?, mit dem Umstand zusammen, daB dieselbe in der 
wasserigen Phase nur oder fast ausschlieBlich submikronisch, wahrend 
sie in der Olphase molekulardispers gelést ist. 


Im”Gegensatz zu dem Verhalten dieser in Wasser kolloid gelésten 
und daher oberflicheninaktiven Stoffe konnte nun festgestellt werden, 
daB fiir Stoffe, welche in Wasser molekulardispers oder teilweise molekular- 
dispers léslich sind, die Grenzflichenspannungen an der Grenze wiisserige 
Lésung/Ulsiure wnd wisserige- Lésung/Paraffin den Oberflichen- 
spannungen an der Grenze wiisserige Lésung/Luft im allgemeinen parallel 
gehen. 


C.Guirint hat in einer noch nicht veréffentlichten Diplomarbeit 
unter anderem nach der stalagmometrischen Methode eine Reihe 
von Grenzflichenspannungen wiasseriger Lésungen oberflichenaktiver 
Stoffe gegen Olsaure einerseits und gegen flissiges Paraffin andererseits 
gemessen. Olsdiure wurde als Vertreter polarer Stoffe, Paraffin als Ver- 
treter apolarer Stoffe gewahlt. Der Polaritaétsunterschied von Wasser 
zu Paraffin und damit die Grenzflachenspannung ist somit wesentlich 
groBer als die betreffenden Werte fiir Wasser : Olsaure. 


Die Bestimmungen erfolgten bei 18 bis 20°. Das Stalagmometer 
hatte die gewohnliche Form, indessen die Abtropfflache hatte nur 
einen Durchmesser von etwa 0,4cm. Die wiasserigen Lésungen be- 
fanden sich im Stalagmometer. Messungen der Grenzflachen- 


1 Vgl. Frumkins Ansicht, Pfliigers Arch. f. d. ges. Physiol. 218, 753, 1928. 
2 Traube, ebendaselbst 218, 753, 1928. 
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spannungen, welche mit Wasser/Benzol, Wasser/Chloroform usw. aus- 
gefiihrt wurden, standen in vortrefflichster Ubereinstimmung mit den 
zuverlassigsten Werten anderer Forscher (Lorant, Harking und Cheng. 
Pound, Bartell und Miller usw.), so daB die stalagmometrisch erlangten 
Werte, vorausgesetzt, daB man sehr langsam abtropft, Vertrauen 
verdienen. 

In vorstehender Tabelle sind die in Dynen berechneten Werte ent- 
halten. In den ersten Spalten finden sich die in friiheren Arbeiten 
berechneten Werte der Oberflachenspannung! wisserige Lésung/Luft. 

Man erkennt eine zwar keineswegs vollige, aber sehr weitgehende 
Parallelitat der Werte von Oberflachenspannung und Grenzflichen- 
spannung, mehr ist nicht zu erwarten, aber der Nachweis dieser Paralle- 
litat hat doch eine erhebliche biologisshe Bedeutung, insofern derselbe 
die Einwande gegen die genannten Theorien entkraftet und namentlich 
verstandlich macht, daB die Permeabilitdtsgeschwindigkeit derartiger 
Lésungen in Pflanzen- und Tierzllen der Oberjflichenspannung 
Lésung/Luft im allgemeinen parallel geht, obwohl bei den Zellen Grenz- 
flachenspannungen fliissig/fliissig und fliissig/fest in Betracht kommen. 

Die Kréfte, welche bei den Permeabilitdtsvorgaingen durch Réhren, 
Filter und Membranen die Durchgangsméglichkeit bzw. Geschwindigkeit 
bestimmend beeinflussen, sind die Unterschiede der Oberflichenspannung 
bzw. Grenzflichenspannung fliissig/fliissig oder fliissig/fest, welche an 
beiden Seiten der Réhren, Filter und Membranen bestehen. Eine Gleitung 
im Sinne der von Helmholtz erweiterten Poiseuilleschen Gleichung 
braucht hier nicht angenommen zu werden?, aber es kann als sicher 
gelten, daB man die Perméabilitatsvorgange nicht nach den einfachen 
Vorstellungen von Collander und Ruhland im Sinne der M. Traubeschen 
Siebtheorie deuten darf, sondern daS Grenzflachenaktivitaten eine 
erhebliche Rolle spielen. Hingewiesen sei in dieser Beziehung auf 
eine etwa gleichzeitig erscheinende Mitteilung von Traube und Whang 
in der Zeitschrift fiir Physikalische Chemie, Uber Reibungskonstante 
und Wandschicht, Il, und auf die in jener Arbeit enthaltene Tabelle, 
welche zeigt, daB Oberflachenspannung, Polaritat bzw. Grenzflachen- 
spannung und AusfluBgeschwindigkeit in engem Zusammenhang 
stehen. 


1 Traube, Liebigs Ann. 265, 27; Somogyi, Intern. Zeitschr. f. physik.- 
chem. Biol. 8, 60, 1916. 
2 Vgl. Traube und Whang, Zeitschr. f. physik. Chem. 188, 116, 1928. 





Einige Verbesserungen der kolorimetrischen 
Milchsaiurebestimmung nach Mendel-(ioldscheider. 


Von 
Hans J. Fuchs. 
(Aus der serochemischen Abteilung des Instituts A. v. Wassermann, Berlin.) 


(Eingegangen am 15. November 1929.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Diese Reaktion! ist — neben Verwendung chemisch reiner 
Reagenzien — bisher abhangig von einer Spezialschwefelsiure (Acid. 
sulf. cone. pro analys. acid. lact. Kahlbawm) gewesen. Wahrend chemisch 
reine Schwefelsiure von Merck mit 0,125°,igem Veratrol und Milch- 
siure nur Gelbfarbung ergibt, wies das Gemisch des Veratrols mit 
reiner Schwefelsiure von Kahlbaum in einzelnen von dieser Firma 
bezogenen Quanten gelbe bis griinlichgelbe Firbung auf. Letztere 
spricht fiir das Vorhandensein geringer Nitritmengen im Reagens. 

Wie mir in persénlicher Riicksprache mit Herrn Prof. Riéesser, 
Breslau, und Herrn Dr. Mendel, Berlin, bekannt wurde, wechselt die 
Eignung der Spezialschwefelsiure von Kahlbaum beziiglich kolori- 
metrischer Milchsiurebestimmung erheblich, so da8B man bei _be- 
ginnender Verwendung einer neuen Flasche derselben diese erst an 
einer bekannten Milchsdurelésung neu ,,eichen“ muB. 

Der Grund, warum speziell diese Schwefelsiure sich fiir diesen 
Zweck eignet, ist vollkommen unbekannt. Es gelang mir ebenfalls 
nicht, auf irgendeine Weise ihn aufzuklaren. Lésungen von verhaltnis- 
maBig groBen Mengen von Ammonium- oder Lithiumsulfat (bis zu 5°.) 
in reiner Merckscher konzentrierter Schwefelsiure verwandelten zwar 
die urspriingliche Gelbfarbung des Gemisches bei genauer Einhaltung 
der Mendel-Goldscheiderschen Vorschriften in rétliche, aber einerseits 
waren damit nur sehr schlechte quantitative Ergebnisse bei ver- 
schiedenen Milzhsiuremengen zu erzielen, andererseits war die Reaktion 
erheblich weniger empfindlich geworden. 


1 Diese Zeitschr. 164, 164, 1925; 202, 390, 1928. 
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Da also auf diese Weise die Abhangigkeit der Reaktion von der 
Spezialschwefelsaure trotz vieler Bemiihungen nicht beseitigt werden 
konnte, wurde versucht, durch Variierung der Veratrolmengen die 
eventuelle Benutzung reinster Schwefelsaure zu erméglichen. Und 
dieses ist —- wie im folgenden beschrieben — auf reiner Zufallsbasis 
gegliickt. AuBerdem sind noch einige technische Einzelheiten ermittelt 
worden, die das rasche und sichere Arbeiten in gréSeren Versuchs- 
serien wesentlich erleichtern. 


Wahrend die Autoren in ihrer Darstellung angeben, daB die ver- 
wendete Veratrolmenge 0,1 cem der 0,125 ° igen alkoholischen Lésung 
sein muB, konnte festgestellt werden, daB 


1. mit Konzentrationen der Veratrollésung bis 22°, bei gleichen 
Mengenverhaltnissen unter Verwendung reiner konzentrierter Merck- 
scher Schwefelsaure (fiir Mikrokjeldah] N-frei) keine Rotfarbung beim 
Mischen der beiden Reagenzien nach vorherigem Zusatz von 0,5 ccm 
destillierten Wassers auftritt, wahrend sie bei héheren Veratrol- 
konzentrationen sich zu zeigen beginnt; 


2. bei Verwendung von 20°,iger Veratrollésung und genannter 
Schwefelsiure im Originalmengenverhiltnis der Nachweis von Acet- 
aldehyd oder Formaldehyd in genau gleicher Weise mittels Messung 
der roten Farbintensitat méglich ist, wie bei der Originalmethode, 
daB aber gleichzeitig die Empfindlichkeit des Nachweises auf das 
Doppelte und mehr gestiegen ist ; 


3. die Spezifitat der Reaktion mit der der Wendel-Goldscheiderschen 
ibereinstimmt. 


Die Ausfiihrung der Untersuchung gestaltet sich nun folgender- 
maBen : 


1,0 cem Blut wird mit 6,0 cem destillierten Wassers und 1,0 ccm frisch 
zubereiteter 5%iger Metaphosphatlésung gemischt, kraftig geschiittelt 
und nach 20 Minuten Stehen durch ein kleines Filter (7 cm 

Durchmesser) klarfiltriert. Nachdem die Anstellung der 

Hellerschen Probe mit 1 cem des Filtrats durch negatives 

Resultat die EiweiBfreiheit gesichert hat, werden 4,0 cem 

Asbest des Filtrats mit 1,0cem der kaltgeséttigten, 1:1 mit 
destilliertem Wasser verdiinnten Kupfersulfatlésung und 
einer Messerspitze trockenem, feinpulverisiertem Calcium- 
hydroxyd gemischt und kraftig mehrmals geschiittelt. 
Nach einer halben Stunde, wahrend der noch einige Male 
aufgeschiittelt wird, filtriert man die tiber der sich rasch 
zu Boden setzenden Kupferkalkfallung stehende, mit 
festen Teilchen in geringer Menge verunreinigte Fliissig- 
keit durch ein kleines Filterréhrchen (Abb. 1). In diesem 
Abb. 1. ruht auf dem nicht verengten Boden eine Glaskugel, um die 

(1J, natiirl. GréBe.) eine kleine Menge feingefaserten Asbestes liegt. Die Asbest- 
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fasern wurden mit verdiinnter Salzsiure, zum Schlu8 mit destilliertem 
Wasser bis zur Chlorfreiheit mehrmals ausgekocht und wurden endlich, 
mit destilliertem Wasser aufgeschwemmt, in wohlverschlossener Flasche 
aufbewahrt. Ein doppelt durchbohrter Gummistopfea trigt das recht- 
winklig geknickte Absaugrohr, das an die Wasserstrahlpumpe angeschlossen 
wird, und paBt an normale Reagenzréhrchen aus Jenaer Geriiteglas. Die 
Filtriertrichterchen kénnen im Stopfen leicht ausgewechselt werden. Beim 
Filtrieren setzt man zuerst den armierten Stopfen auf ein beliebiges 
Reagenzglas, in das man einige Tropfen hineinfallen 148t. Auf diese 
Weise wird die im Asbest enthaltene geringe Wassermenge durch das 
Blutfiltrat beseitigt. Dann iibertragt man den Stopfen auf ein anderes, 
sorgfaltig gereinigtes und getrocknetes Reagenzréhrchen und filtriert etwa 
2cem klar hinein, was durch das Absaugen sehr rasch geschieht. 

Inzwischen hat man, entsprechend der Zahl der auszufiihrenden Unter- 
suchungen, sorgfaltig gereinigte und getrocknete Reagenzglaser aus Jenaer 
Glas — jedes mit 3,0 ccm konzentrierter reiner Merckscher Schwefelséure 
beschickt — in eine mit Eisstiickchen gefiillte Glasschale gesteckt, deren 
Temperatur nach etwa 15 Minuten von der Schwefelséure erreicht wird. 

In jedes Réhrchen iibertrigt man dann mit maBiger Geschwindigkeit 
0,5 cem des entsprechenden Filtrats, schiittelt griindJich durch und bringt 
es schnell wieder in die Eisschale zuriick. Nach Fertigstellung aller einzelnen 
Réhrchen samt den Kontrollen iibertragt man alle gleichzeitig und gleich- 
maéBig in ein sehr stark siedendes Wasserbad, in dem sie genau 4 Minuten 
verbleiben, um dann wieder gemeinsam in das Eis gesteckt zu werden. 
Nach weiteren 5 Minuten werden sie daraus in ein Reagenzglasgestell 
gebracht. Hier erfolgt zu jedem der Zusatz von 0,1 ccm der 20 %igen 
Veratrollésung in absolutem Alkohol. Nach griindlichem, gleichmaBigem 
Mischen und 20 Minuten Wartezeit wird kolorimetriert. 


Die Schwefelséiure behalt, in mit eingeschliffenem Stopfen versehener 
Flasche aufbewahrt und nur kurze Zeit zur Entnahme geéffnet, ihre Kon- 
zentration unverandert. Mar kann, um die Sicherheit dafiir zu erhéhen, 
sich aus der von cer Fabrik gelieferten Vorratsflasche eine gréBere Menge 
in eine andere Flasche mit eingeschliffenem Stopfen und eingeschliffener 
Uberfangkappe abfiillen. Befeuchtet man den Schliff der Uberfangkappe 
mit ein wenig konzentrierter Schwefelsiure, so wird sowohl der Zutritt 
von Wasser wie auch der von Ammoniak zu Flascheainhalt verhiitet: 
der Kappenschliff wird gut abgedichtet und die Luft kommt zuerst mit 
der dort befindlichen Schwefelséure in Beriihrung. 


Dadurch, daB man die Schwefelséiure vorkiihlt und dann erst das 
Blutfiltrat zusetzt, erreicht man eine viel bessere Aufrechterhaltung der 
niedrigen Temperatur als bei umgekehrtem Verfahren. 


Die Filtration durch geringe Mengen sorgfaltig gereinigten Asbests 
stért die Reaktion nicht im geringsten. Sie lauft — besonders bei gleich- 
zeitiger Ausfiihrung vieler Untersuchungen — bedeutend schneller ab als 
das Zentrifugieren, auBerdem ist das Filtrat vollkommen frei von darin 
suspendierten Teilchen. 

Die Standardlésung wird durch Auflésung von 0,108 g Lithiumlactat 
(Merck) entsprechend 0,1 g Milchséure in 100,0 ccm destillierten Wassers 
zubereitet. Von dieser Stammlésung, die im Eisschrank einige Tage un- 
verandert bleibt, bereitet man sich geeignete Verdiinnungen ; fiir normales 
Blut benédtigt man 0,002- bis 0,004%ige Milchséurelésung. 
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Erhéht man die Konzentration der alkoholischen Veratrollésung 
auf 30%, so tritt im Gemisch von 3ccm konzentrierter Schwefelséure 
und 0,5 cem dieser Lésung binnen einer halben Stunde eine Rosafarbung 
auf, gleichfalls beginnt bei der Ausfiihrung einer Milchséurebestimmung 
nach obiger Vorschrift das Auftreten der Rotfairbung eher als bei Ver- 
wendung 20% iger Veratrollésung. Mit 15 %iger wird die Reaktion bereits 
erheblich unempfindlicher. Wie die in nachfolgender Tabelle angegebenen 
Resultate zeigen, ist 20%ige das Optimum bei Ausfiihrung obiger 
Reaktionen. 








Milchsturelésung Milchsiurewerte in mg-°/, mit Veratrollisung von 

in mg-"/o 1h %f5 18 Jo 20 9/5 22 9/5 25 75 30 fo 
0 0,0 0.0 0,0 0,0 01 04 

8 5,6 7,2 a 8,2 8.4 19,6 

10 7,2 8,8 10,2 | 10,2 10,4 12,8 

12 10.0 11,0 122 | 120 12,0 15,4 

14 116 | 128 14.0 | 14,0 14.8 16,2 

16 144 | 15,2 15,8 15,8 16.6 18,8 

18 15,0 | 16,0 18,0 18.4 18,6 29,4 
20 17,6 18,4 20,2 29,0 20,8 23,9 
22 19,4 29,6 22.0 21,6 22.4 24.2 








de 
ber 
off 


di 





sung 
siure 
bung 
nung 

Ver- 
sreits 
enen 
biger 


.. 
> > S 


OC DO He G0 


wo > 





Untersuchungen iiber Schnellyerdampfung. III. 


Von 


Hans Norbert Naumann. 
(Aus der ersten Medizinischen Universitaétsklinik, Charité, Berlin.) 
(Eingegangen am 18. November 1929.) 
Mit 4 Abbildungen im Text. 


Nachdem in zwei friiheren Mitteilungen die Schnellverdampfung 
groBer und kleiner Flissigkeitsmengen untersucht und die Bedingungen 
der Verdampfungsleistung vom warmetechnischen Standpunkt aus 
betrachtet worden sind, sollen nunmehr Erginzungen einiger friiher 
offen gelassener Fragen und Verbesserungen folgen, die hauptsachlich 
die Schnellverdampfung groBer Flissigkeitsmengen betreffen. 

Die Untersuchungen der Kondensationswirkung der Wasserstrahl- 
pumpen mit weitem Saugstutzen, die schon in der ersten Mitteilung 
erwahnt wurden, haben zu einem praktisch brauchbaren Resultat 
nicht gefiihrt. Auch drei Pumpen mit weitem Saugstutzen gaben keine 
wesentliche Kondensationsleistung. In Ubereinstimmung mit Schmal- 
fuss und Jantzen, die in ihren letzten Arbeiten ahnliche Versuche mit- 
teilen, kann das Endergebnis Wahin zusammengefaBt werden, daB die 
Wasserstrahlpumpen auch mit weitem Stutzen nur zur Verdampfung 
kleiner Flissigkeitsmengen geeignet sind. In dieser Beziehung bedient 
man sich ihrer auch schon lange, vielleicht unbewu8t, wenn der das 
Verdampfungsgut enthaltende Exsikkator mit der Pumpe- in Ver- 
bindung gelassen wird. 

Die Wasserstrahlpumpe mit weitem Saugstutzen hat sich aber in 
anderer Hinsicht als wertvoll erwiesen. Der weite Stutzen erméglicht 
namlich ein kontinuierliches AbflieBen des Kondensats und damit den 
kontinuierlich-automatischen Betrieb eines Vakuumverdampfungs- 
apparats. Unter Hinweis auf die diesbeziiglichen Ausfiihrungen der 
friiheren Untersuchungen mége eine kurze Darstellung des Verfahrens 
zur Herstellung eines kontinuierlich-automatischen Verdampfungs- 
betriebes folgen. 

Zum Ableiten des Kondensats sind Pumpen mit den tiblichen 
engen Saugstutzen insofern ungeeignet, als das abflieBende Kon- 
densat durch Ausfillung des Stutzenlumens eine zeitweilige Ab- 
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sperrung des Apparats von der Pumpe und damit eine Steigerung des 
Druckes und der Temperatur im Kolben bewirkt. Ein weiterer Nachteil 
ist die Beschrankung der abflieBenden Kondensatmenge durch den 
geringen Stutzenquerschnitt. Die Ableitung des Kondensats gelingt 
erst bei einer Stutzenweite von wenigstens 10 mm. ZweckmaBig wahlt 
man aber den Durchmesser des Stutzens weiter, um eine méglichst 
groBe Kondensatmenge ableiten zu kénnen. Bei einem Durchmesser 
von 30 mm kann die stiindliche Kondensatmenge etwa 5 Liter betragen, 
ohne die evakuierende Wirkung der Pumpe zu beeintrachtigen. 

Die Konstruktion der Pumpe fir kontinuierlich-automatischen 
Betrieb ist aus Abb. 1 zu ersehen. Der weite, fiir den Ablauf des Konden- 
sats bestimmte Stutzen B besitzt auf seiner Oberseite einen kleinen 
Stutzen C iiblichen Kalibers von 8 mm Durchmesser zum Anschlu8 an 
die zweite oder mehrere Pumpen. An der Unterseite ist eine noch 
naher zu beschreibende Ablaufvorrichtung D angebracht. Zum Betrieb 
wird der weite Stutzen mit dem Kihlerende und der kleine Stutzen 
mit einer zweiten oder mehreren Pumpen verbunden. Bei geschlossenem 
Hahn £ der Ablaufvorrichtung D flieBt das Kondensat aus dem Kiihler 
in den weiten Stutzen B und nach Fiillung des iiber dem Hahn £ 
liegenden Rohrteiles in die Pumpe A ab. Ist der Zulauf der zu ver- 
dampfenden Lésung in den Kolben reguliert, so arbeitet der Apparat 
also automatisch, solange nech Fliissigkeit in den Kolben flieBt, d. h. bis 
zur Beendigung der Verdampfung. 

Bei dem beschriebenen Verfahren erfolgt der kontinuierlich-auto- 
matische Betrieb durch Ableiten des Kondensats in die Pumpe, so dai 
das Kondensat mit dem Pumpenwasser abflieBt und verlorengeht. 
Bisweilen wird es erwiinscht sein, unter Verzicht auf den Vorteil des 
automatischen Betriebes das Kondensat aufzufangen. Zu diesem 
Zwecke dient die erwahnte Ablaufvorrichtung D an der Unterseite des 
Stutzens B. Der Ablauf wird mit einer Vorlage und diese mit einer 
zweiten Pumpe verbunden, wahrend der kleine Stutzen C auf der 
Oberseite des groBen Stutzens geschlossen ist oder mit einer weiteren 
Pumpe in Verbindung steht. Bei geéffnetem Hahn Z£ flieBt das Kon- 
densat in die Vorlage, bis zur Entleerung der Hahn voriibergehend 
geschlossen wird. Vom SchlieBen des Hahnes bis zu seinem erneuten 
Offnen flieBt das Kondensat in die Pumpe ab, so daB also ein Teil des 
Kondensats bei der jedesmaligen Entleerung der Vorlage verloren ist. 

Um auch ein quantitatives Auffangen des Kondensats zu er- 
méglichen, d. h. den Vakuumverdampfungsapparat auch als Vakuum- 
destillationsapparat verwenden zu kénnen, ist, wie auf Abb.1 dar- 
gestellt, die Ablaufvorrichtung D mit einem Dreiwegehahn E versehen, 
dessen beide Abzweigungen mit je einer Vorlage V, und V, verbunden 
werden. Beide Vorlagen sind an je eine Wasserstrahlpumpe an- 
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geschlossen, so daB im ganzen drei Pumpen benétigt werden. Nach 
Vollaufen einer Vorlage wird durch entsprechende Drehung des Drei- 
wegehahns das Kondensat in die andere Vorlage geleitet. Ist die zweite 
Vorlage gefiillt, so ist die erste inzwischen entleert, wieder angeschlossen, 
evakuiert und betriebsfertig. 





Abb. 1. 


Da es den Erfordernissen der Praxis vielfach entspricht, mit még- 
lichst wenig Pumpen auszukommen, wurde das Verfahren zum quanti- 
tativen Auffangen des Kondensats fiir zwei Pumpen folgendermaSen 
modifiziert (siehe Abb. 1). Die erste Vorlage V, ist wie bisher an eine 
Wasserstrahlpumpe angeschlossen, die zweite Vorlage V, aber ist mit 
dem kleinen Stutzen C auf der Oberseite des groBen Stutzens B ver- 
bunden. Nach Fiillung der ersten Vorlage und Ableitung des Kondensats 
in die zweite vollzieht sich die Entleerung und erneute Evakuierung der 
ersten Vorlage in der oben beschriebenen Weise, anders aber die Ent- 
leerung der zweiten Vorlage. Wiirde man auch hier so zu Werke gehen, 
so ware zwar eine Entleerung nach Absperrung und Lésung der Ver- 
bindungen méglich, zum Evakuieren aber kénnte keine der beiden in 
Betrieb befindlichen Pumpen benutzt werden, ohne Eintritt von Luft 
in das gesamte evakuierte System des Apparats. Zur Entleerung der 
zweiten Vorlage verfahrt man daher so, da man die Vorlage hebt 
(siehe Abb. 1, gestrichelte Zeichnung), bis die Fliissigkeit durch den 
Stutzen C und das Ablaufrohr D in die erste Vorlage hiniiberlauft. Um 
zu verhindern, daB Flissigkeitsteilchen verspritzen und in die Pumpe A 
gerissen werden, ist es nétig, den Stutzen C durch den weiten Stutzen B 
in die Miindung der Ablaufvorrichtung D hinein zu verlangern, so dab 
sich die Offnung des Stutzens méglichst dicht tiber dem Dreiwegehahn 
befindet. 

Mit Hilfe des beschriebenen Verfahrens und der beschriebenen 
Pumpe! ist also einerseits bei gesperrtem Ablauf ein kontinuierlich- 
automatischer Verdampfungsbetrieb durch AbfluB des Kondensats 


1 Zu beziehen durch die Firma H. L. Kobe, Berlin N 4, Hessische- 
straBe 10/12. D.R.-P. und D. R.-G.-M. angemeldet. 











412 H. N. Naumann: 


in die Pumpe méglich, andererseits bei geéffnetem Ablauf mit Hilfe 
des Dreiwegehahns ein kontinuierlicher Betrieb durch quantitatives 
Auffangen des Kondensats in zwei Vorlagen bei Benutzung von nur 
einer Wasserstrahlpumpe auSer derjenigen mit weitem Stutzen, so 
daB8 also ein und derselbe Apparat ohne besondere Umstellung oder 
sonstige Veranderungen beliebig als Vakuumverdampfungsapparat 
und als Vakuumdestillationsapparat zu verwenden ist. 

Bei der Konstruktion des friiher beschriebenen Vakuum- 
verdampfungsapparats war der leitende Gedanke im Gegensatz zu 
den Appareten von Schmalfuss und Jantzen der, eine méglichst ein- 
fache Apparatur unter Benutzung vorhandener Laboratoriumsgerat- 
schaften zu schaffen. Der Apparat mit einer Dauerleistung von 1,59 Liter 
pro Stunde bei einer Kolbeninnentemperatur von 25° bestand aus 
einem Kjeldahl-Literkolben mit Wasserbad, einem glasernen Uber- 
leitungsrohr von 15 mm Durchmesser, einem Liebigktihler mit Kupfer- 
rohrseele von 15mm Durchmesser. Der gliserne Kiihlmantel von 
Im Lange itiblichen Kalibers besaB Kihlwasserstutzen von 8 mm 
Durchmesser. Durch Verbesserungen der Heiz- und Kihlvorrichtungen 
gelang es, die Leistungsfahigkeit des Apparats mit einfachen Mitteln 
weiter zu steigern. 

Bei Verwendung zweier Dreibrenner war es méglich, bei der friiheren 
Versuchsanordnung die Temperatur des Wasserbads auf 961° im 
Dauerbetrieb zu halten. Daf die geringe Temperaturdifferenz von 31° 
bis zum Siedepunkt fiir die Leistung des Verdampfungsapparats von 
besonderer Bedeutung sein muBte, ging bis zu gewissem Grade schon 
aus der ziemlich erheblichen Diskrepanz zwischen langer und kiirzer 
dauernden Verdampfungen bei noch fast siedendem Wasserbad hervor. 
Die neueren Versuche mit verbesserter Heizvorrichtung ergaben nun, 
daB bei einer Wasserbadtemperatur von 100° eine betrachtliche 
Leistungssteigerung um etwa 45°, gegeniiber der bei 961/,° stattfindet. 
Die ausschlaggebende Bedeutung gerade der letzten Grade vor dem 
Siedepunkt veranschaulicht das Diagramm der Verdampfungsleistung 
bei verschiedenen Wasserbadtemperaturen durch den _ plétzlichen 
steilen Aufstieg der Kurve (Abb. 2). 
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Zur Erklarung des eigenartigen Vorganges der sprunghaften 
Leistungssteigerung in den letzten Graden vor dem Sieden mu wieder. 
um, wie schon friiher, die Wirkung der Geschwindigkeit der wiirme- 
iibertragenden Medien auf den Warmeiibergang herangezogen werden. 
Auch bei den friiheren Untersuchungen tiber den Warmeiibergang in 
Kiihlern ergaben sich merkwiirdige, anscheinend paradoxe Resultate 
infolge des Bewegungsmoments beim Wairmeiibergang. Die Ursache 
der plétzlichen Leistungssteigerung dicht vor dem Siedepunkt ist 
also zum Teil in einer plétzlichen Beschleunigung der Bewegung des 
Wasserbads zu suchen, dessen Fliissigkeitsteile mit vermehrter Gewalt 
gegen die Kolbenwand geschleudert werden. So betragt die Warme- 
iibergangszahl fiir siedendes Wasser 2000 bis 6000, fiir nicht siedendes 
Wasser aber nur 500 bis 3000. Bei Anwendung eines Riihrwerks ist die 
letztere Zahl bis auf 4000 zu steigern. Aber auch dann ist ein gleich- 
formiger Zuwachs der Warmeiibergangszahl nicht anzunehmen, da 
auBer der Bewegung auch die im siedenden Wasser aufsteigenden 
Dampfblasen als ausschlaggebendes Moment fiir die Verbesserung des 
Warmeitibergangs im Moment der Erreichung des Siedepunkts zu _be- 
trachten sind. 


Um die Temperatur des Wasserbads auf die erwiinschten 100° zu 
bringen und damit das Optimum der Verdampfungs’eistung zu er- 
reichen, sind verschiedene Versuche zur Verbesserung der Heiz- 
vorrichtung unternommen worden, deren Ergebnisse in Tabelle [ zu- 
sammengestellt sind. Samtliche Versuche wurden mit dem noch zu 
beschreibenden Apparat mit groBem Kiihler ausgefithrt. Die eigentliche 
Leistung der Heizvorrichtung, ausgedriickt durch die Zahl der tiber- 
tragenen Kalorien in der letzten Spalte der Tabelle, erméglicht am 
besten einen Vergleich. 

Wie ersichtlich, spielt lediglich der Warmewert der Heizquelle 
eine Rolle, wahrend ein Warmeschutz am Wasserbadgefa8 ohne Einflub 
ist. Von Bedeutung ist aber auch die bessere Leitfahigkeit eines 
kupfernen BadgefaBes. Was die Auswahl einer geeigneten Heiz- 
vorrichtung anbetrifft, so ist zweifellos ein Teklu-Vierbrenner mit 
kupfernem BadgefaB hinsichtlich der Leistung weit iiberlegen. Da 
aber meist eine Stundenleistung von 2 Liter fiir die iiblichen Labora- 
toriumszwecke ausreichen diirfte, so wird man zwei Dreibrenner mit 
je zwei Gasanschliissen ! und ein gewéhnliches Wasserbad, die in jedem 
Laboratorium vorhanden sind, als praktischste Heizvorrichtung emp- 
fehlen kénnen. 


1 Die Benutzung mehrerer tiblicher Gasanschliisse ist ein Notbehelf fiir 
den Anschlu8 an ein entsprechend weites Gasrohr, das meist nicht zur 
Verfiigung steht. 
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Bei der friiher beschriebenen Verdampfungsapparatur wurde dem 
Kithler als einein der Hauptbestandteile des Apparats die meiste Auf 
merksamkeit zugewandt. In zwei Beziehungen unterscheidet sich det 
neue Kiihler von dem friiher beschriebenen. Er besitzt eine gribere 
Kiihlflache und weitere Kiihlwasserstutzen. Die Kupferrohrseele hat 
eine Lange von 1,20m, 30mm Durchmesser und 0.6mm Wand. 
stirke. Der Durchmesser des glasernen Kiihlmantels von 1 m Linge 
betrigt innen 34mm, der der Stutzen 20mm. Das gliiserne Uber- 
leitungsrohr von ebenfalls 30mm Durchmesser besteht aus zwei im 
Winkel von 60° gebogenen Schenkeln von 7 cm Linge. Auf der iuberen 
Kriimmung in der Achse eines Schenkels ist ein kleiner, 15 mm weiter 
Fortsatz angebracht zum Einfiihren von Siedekapillare, Zulaufsrohr 
und Thermometer. Die Verbindung mit dem Kolben einerseits und 
dem Kiihler andererseits erfolgt mittels zweier Gummischlauchstiicke 
von 26mm Innendurchmesser, 5mm Wandstiirke und 8 bis 9 em 
Lange. Einen Vergleich der optimalen Leistung des neuen Kiihlers 
mit dem alten bei gleicher Kiihlwassermenge und Geschwindigkeit 
und Heizung mii dem Teklu-Vierbrenner zeigt Tabelle IL. 


Tabelle II. 





Verdampfungsapparat Ver- - Kiihl Kiihl- Femperatur 
i'versahieden groen “Ampfungs- Tempersinr wascer- wasser- Druck des Wasser 
kKiihlern bad temperatul menge bades 
Liter/Std ‘ 
hiihlrohr: 
15mm Durchmesser 2,35 32— 33 12 15 144 15— 22 97'/, 
30mm . 2,75 19—20 12—13 1.44 15 16 98 98! /5 


Infolge der um 100°, gréBeren Kiihlflache ist die Leistung bei 
Verwendung des gréBeren Kiihlers gegeniiber der bei Verwendung des 
friiher beschriebenen kleineren um 13°, gesteigert. Ein  weiterer 
wichtiger Vorteil besteht in der Erniedrigung der Kolbeninnentemperatur 
um etwa 13°. Dieser Umstand ist auf die gréBere Weite des gesamten 
Ableitungsweges zuriickzufiihren, der vom Kolben bis zur Pumpe ein 
einheitliches Rohr von 26 bis 29mm Durchmesser darstellt und so 
einen starkeren Uberdruck im Kolben verhindert. 

Im Gegensatz zu friiheren Versuchen sind die Kiihlwassermengen 
um etwa das Dreifache vermehrt worden. Infolgedessen mubten die 
Kiihlwasserstutzen einen weiteren, 20mm messenden Durchmesser 
erhalten. Aber nicht nur die Kiihlwassermenge, sondern auch die 
Geschwindigkeit des Kiihlwassers wurde gesteigert, um einen méglichst 
giinstigen Warmeiibergang zu bewirken. 

Wie friiher schon hervorgehoben, sind die tiblichen Abmessungen 
der Liebigkiihler héchst unzweckmaBig. Durch den geringen Quer- 
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schnitt der Stutzen, der bei fast allen KiihlergréBen durchgehend 
5mm betrigt, wird die Kiihlwassermenge beschrankt. Ferner aber 
wird auch die Kiihlwassergeschwindigkeit durch den weiten Quer- 
schnitt des Kiihlwassermantels stark herabgemindert. 

Durch zweckmabigere Wahl der MaBverhaltnisse von Kiihlwasser- 
stutzen, Kithlmantel und Kiihlerseele ist eine weit giinstigere Kiihl- 
wirkung zu erzielen. Um die praktisch vom Querschnitt der Kihl- 
wasserstutzen abhingige Geschwindigkeit des Kihlwassers auch im 
Kiihler beizubehalten, ist es notwendig, daB der Querschnitt des Kiihl- 
wassermantels nicht gréBer ist als der der Kiihlwasserstutzen. Wahlt 
man den Querschnitt des Kiihlwassermantels kleiner als den der Stutzen, 
so erreicht man eine héhere Geschwindigkeit des Kiihlwassers im Kiihler 
nur dann, wenn der Druck entsprechend erhéht wird. Den Bediirfnissen 
der Praxis wird am besten Rechnung getragen, wenn bei gleichem 
Querschnitt von Kiihlwassermantel und -stutzen die GréBe dieses 
Querschnitts so bemessen ist, daB eine ausreichende Veranderung 
der Kiihlwassermenge und damit der Kiihlwirkung durch Regulieren 
des Kiihlwasserzuflusses méglich ist. Am giinstigsten ist es, den Quer- 
schnitt so zu wihlen, daB der Durchmesser des Kiihlmantels um etwa 
2 bis 4mm gréfer ist als der AuBendurchmesser der Kiihlerseele. Bei 
einer derartigen geringen Differenz der Durchmesser von Mantel und 
Seele sind weitere Vorteile die, daB der ganze Kiihler, was besonders 
bei gréBeren Kiihlern von Bedeutung ist, leichter und handlicher wird. 
und daB der Kiihlmantel als gerades Rohr ohne die jetzt tiblichen 
manschettenartigen Verengerungen an den Enden hergestellt werden 


kann. Als Vorrichtung zur Befestigung der Schlauche an den Glas-- 


enden ist die Umlegung des Randes in einer Breite von 2 mm einfacher 
und besser als die iiblichen olivenartigen Erweiterungen. Eine Uber- 
sicht der Abmessungen des alten und des beschriebenen neuen Liebig- 
kiihlers! gibt Tabelle III. 


Tabelle III. 








¢ es | = Sec = te £,. 
o seis Ze h 2 sr 
#2 5 5 is 2% SS%5% 
Kiihlermasse = 25 i sz $ 5 " Zs bu E 
= sh 8 =i 2 Z“Se5 
= os | Oo ac a = 
Ublicher Liebigkihler. 1,0 19 402 5 46 13 0,2 0.14 
Neuer Liebigkiihler fiir 
mittlere Kiihlwasser- 
eee es SS PO 75 | 10 17' 15 0,45 1.67 
Neuer Liebigkihler fir 
grobe Kihlwasser- 
mengen...... 1,0 8300, 300 20 34 30 1,44 1,33 


1 Zu beziehen durch die Firma H. L. Kobe. D. R.-G.-M. Nr. LO99618. 
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Von besonderem Interesse sind die Resultate iiber den Einflub 
der Kiihlwassermenge auf die Verdampfungsleistung und die Kolben- 
innentemperatur. Benutzt wurde der groBe Kiihler mit 30 mm weitem 
Kupferrohr, als Heizvorrichtung diente der Teklu-Vierbrenner mit 
gewohnlichem Wasserbad. Als gréBte Kiihlwassermenge wurde etwa 
1.5 cbm/Stunde gemessen, die bei ganz aufgedrehtem Leitungshahn 
durch einen Querschnitt von 300 qmm floB und eine Erwirmung am 
Auslauf von 1° aufwies. Zweifellos wiirde eine weitere geringe Ver- 
besserung der Kiithlwirkung bei noch gréBeren Wassermengen zu er- 
reichen sein. (Anm.: Die Versuche in dieser Hinsicht mubten leider 
wegen besonderer technischer Schwierigkeiten unterbleiben.) 

Das Diagramm in Abb. 3 demonstriert den Einflu8 der Kiihl- 
wassermenge. und zwar gibt die obere Kurve die Leistung, die untere 
die Temperatur im Kolben bei verschiedenen Kiihlwassermengen an 
Wie ersichtlich, steigt die Leistungskurve sehr wenig an. wihrend die 





G2 04% 06 08 10 12 1% 16 18cbm/SYa. 


Abb. 3. 


Temperaturkurve eine deutliche Abwartsbewegung erkennen 1abt. 
Da das Sinken der Temperatur im Kolben und des Druckes die Folge 
der besseren Kiihlwirkung ist, so kénnte der Umstand, daB mit der 
besseren Kondensationswirkung nicht auch eine starkere Vermehrung 
der Kondensatmenge, d.h. eine Leistungssteigerung verbunden ist, zu- 
nichst unbegreiflich erscheinen. Die Lésung dieser Frage ist ‘sehr ein- 
fach vom energetischen Gesichtspunkt aus. 

Die zur Verdampfung einer Wassermasse nétige Energie ist gleich 
der zur Kondensation der gleich groben Dampfmasse erforderlichen, 
d.h. die Zahl der zu- und abzufiihrenden Kalorien ist gleich. Das 
Optimum der Kondensationswirkung ist dann erreicht, wenn ein ge- 
ringer, iiber dem durch die Pumpen erzeugten Druck liegender Uber- 
druck besteht und die Siedetemperatur der dem Pumpenvakuum ent- 
sprechenden méglichst nahe komme. Da aber bei niedrigem Druck 
die zur Verdampfung nétige Kalorienmenge geringer wird, so ist tat- 
sichlich eine Leistungssteigerung innerhalb gewisser Grenzen mdglich. 
Nach der Regnau/tschen Verdampfungsformel wiirde bei einem Sinken 
der Siedetemperatur von 42 auf 20° statt 620 613 Cal Std. verbraucht, 
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allerdings ein kaum nennenswerter Gewinn. Bei schlechter Kondensation 
steigen Druck und Temperatur, bis infolge besseren Warmeiibergangs im 
Kiihler die Entziehung der jeweiligen Warmemenge mdglich wird 
Die energetische Betrachtungsweise lehrt also, dab ein aus Heizung 
und Kiihlung bestehendes Verdampfungssystem sich so lange im Gleich- 
gewicht befindet, als die Kiihlwassermenge zur Kondensation der 
jeweiligen Dampfmenge ausreicht. und das also die Verdampfungs- 
leistung von der Heizung. die Siedetemperatur der verdampfenden 
Lésung aber von der Kiithlung abhingt. 

Die Verdampfungsapparatur! in ihrer jetzigen Form ist dargestellt 
in Abb. 4 





Abb. 4. 


Der Apparat ist aufgebaut in der Nahe von vier Gashahnen, 
die zu einer Leitung vereinigt werden, und vier Wasserhahnen, fiir 
das Wasserbad, den Kiihler und je eine Pumpe. Der lange, abwiirts 
gerichtete Schenkel des Zulaufrohrs taucht bis auf den Boden der 
Vorratsflasche, die mit Asbest geschiitzt ist. Es seien nochmals die 
charakteristischen Teile des Apparates hervorgehoben: das Uber- 
leitungsrohr mit Fortsatz fiir Zulaufrohr und Siedekapillare, der Kiihler 
mit Kupferrohr, engem Mantel und weitem Stutzen, die Wasserstrahl- 
pumpe fiir kontinuierlich-automatischen Betrieb, deren weiter Stutzen 
mit dem Kiihlerende verbunden ist. Alle iibrigen Teile des Apparats 
bestehen aus iiblichem Laboratoriumsgerat. 


Als AbschluB8 der vorliegenden Untersuchungen mége ein kurzer, 


kritischer Uberblick iiber den augenblicklichen Stand der Verdampfungs- 


1 Der gesamte Apparat sowie siimtliche Zubehérteile werden geliefert 
von der Firma H. L. Kobe, Berlin. 
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technik im Laboratorium folgen. Von primitiven, friiher schon kritisierten 
Methoden abgesehen, stehen bisher eigentlich nur drei Apparaturen zur 
Verfiigung, und zwar der Apparat von Gaede-Straub, Fuchs und Schmalfuss- 
Jantzen. 

Der Apparat von Gaede-Straub sowie der Fuchssche, der mit dem 
ersteren prinzipiell tibereinstimmt, arbeiten im Hochvakuum mit Schwefel- 
siure als Absorptionsmittel. Der Vorteil dieser Apparate liegt in den 
niedrigen, dicht tiber dem Gefrierpunkt liegenden Verdampfungstempera- 
turen, ihr Nachteil in der Beschrankung der Menge der zu verdampfenden 
Fliissigkeit, die von der Menge der absorbierenden Schwefelsiure abhangt 
und beim Gaede-Straubschen Apparat etwa 1 Liter betrigt. Nach den 
letzten Mitteilungen von Schmalfuss und Jantzen haften der Methode 
prinzipielle Mangel an, z.B. unzureichende Absorption vieler Lésungs- 
mittel, Entwicklung von schwefliger Saéure und Bildung von Eis. Weit 
vorteilhafter als die Absorptionsmethode ist die der Tiefkithlung mittels 
Kis, die bei Vermeidung der erwaihnten Nachteile gute Leistungen mit 
groBer Einfachheit verbindet. Hinsichtlich der Einfachheit nun kann det 
von Schmalfuss und Jantzen angegebene kleine Apparat, der nur aus 
Exsikkator, Claisenkolben und doppelhalsiger Flasche besteht, kaum 
iibertroffen werden. Leider erfordert gerade das haufigste Lésungsmittel, 
Wasser, wegen des niedrigen Dampfdruckes die Verwendung einer Hoch- 
vakuumpumpe, waihrend man bei den meisten tibrigen Lésungsmitteln mit 
Wasserstrah]pumpen auskommt. Die Leistung beim Wasser betragt 0,33 Lite: 
pro Stunde bei einer Kolbeninnentemperatur von + 2°, bei Ather 1,7 Liter 
pro Stunde bei 7°. Sollte sich der Apparat in der von den Autoren an- 
gegebenen Art bewahren, so diirfte damit das Schicksal der Absorptions- 
apparate besiegelt sein. 

Von den Apparaten zum Verdampfen gréberer Mengen bei Tem- 
peraturen bis etwa 20° kommer in Frage der friiher untersuchte Apparat 
von Schmalfuss-Jantzen mit groBem Kupferkihler und der vorstehend 
beschriebene. Der Leistung des Schmalfuss-Jantzenschen Apparats von 
5,5 Liter/Stunde bei einer Kolbeninnentemperatur von 15,5° steht eine 
Leistung des angegebenen Apparats von 2,8 Liter /Stunde bei einer Kolben- 
innentemperatur von etwa 20° gegeniiber. Da aber auch eine Leistung 
von 2,8 Liter Stunde fiir die Zwecke des Laboratoriums bei weitem aus- 
reichend erscheint und ferner bei den meisten temperaturempfindlichen 
Substanzen eine Schadigung bis 30° nicht eintritt, so fallen die tibrigen 
Vorteile des beschriebenen Apparats ausschlaggebend ins Gewicht: Ein- 
fachheit, teilweise Benutzung iiblichen Laboratoriumsgerites, leichte 
Zusammensetzbarkeit und Aufstellungsméglichkeit, kontinuierlich-auto- 
matischer Betrieb! durch AbfluB des Kondensats in die Pumpe, Méglichkeit, 
das Kondensat aufzufangen bei kontinuierlichem Betrieb, so dal der gleiche 
Apparat als Vakuumverdampfungsapparat und Vakuumdestillations- 
apparat bei ununterbrochenem Betrieb benutzt werden kann. 

Ein Urteil iiber die Verwendung der Vakuumverdampfungsapparate 
im Laboratorium kann allgemein dahin abgegeben werden, dali zum Ver- 
dampfen von Lésungen unbekannter Temperaturempfindlichkeit der 
Apparat mit Tiefkiihlung von Schmalfuss-Jantzen den Absorptionsapparaten 
iiberlegen ist. Handelt es sich um das Verdampften von Lésungen, die wie 

1 Die letzteren Vorteile kénnen durch Verwendung der beschriebenen 
Pumpe auch anderen Verdampfungsapparaten zugute kommen. 
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gewohnlich durch eine Temperatur von 20° nicht geschidigt werden, so 
diirfte der beschriebene Apparat dem Schmalfuss-Jantzenschen mit Kupfer- 
kiihler gegeniiber den Vorzug verdienen. 


Zusammenfassung. 

1. Es wird ein neues Verfahren beschrieben zur Herstellung eines 
kontinuierlich-automatischen Betriebes bei mit Kiihler, Wasserstrahl- 
pumpen und regulierbarem Zulauf von Verdampfungsgut arbeitenden 
Vakuumverdampfungsapparaten durch Ableiten des Kondensats in 
die Wasserstrahlpumpe. Die fiir diesen Zweck angegebene Vorrichtung 
besteht in einer Wasserstrahlpumpe mit erweitertem Stutzen von 
30mm Durchmesser, der an seiner Oberseite einen kleinen Stutzen 
zur Verbindung mit einer weiteren Wasserstrahlpumpe besitzt und an 
seiner Unterseite eine Ablaufvorrichtung mit Dreiwegehahn, die ein 
quantitatives Auffangen und Entleeren des Kondensats erméglicht, 
so da der gleiche Apparat beliebig zur Vakuumverdampfung oder 
Vakuumdestillation bei ununterbrochenem Verdampfungsbetrieb benutzt 
werden kann. 

2. Es wird eine neue Form des Liebigkiihlers angegeben mit fiir 
Menge und Geschwindigkeit des Kiihlwassers giinstigen Querschnitts- 
abmessungen und einer sich daraus ergebenden giinstigen Form des 
Kiihlmantels. Der Querschnitt des Kiihlwassermantels ist ebenso 
groB wie der je eines Kiihlwasserstutzens und so bemessen, daB der 
Kiihlmantel ein gerades Rohr ohne die tiblichen manschettenartigen 
Verengerungen an den Enden darstellt mit einem Durchmesser, der 
nur wenige Millimeter gréBer ist als der der Kiihlrohrseele. 

3. Der friiher beschriebene Vakuumverdampfungsapparat _ ist 
durch Verbesserung der Heiz- und Kiihlvorrichtungen weiter vervoll- 
kommnet worden. Unter Verwendung tiblichen Laboratoriumgerats. 
wie Wasserbad, Kjeldah]-Literkolben, Manometer und Wasserstrahl- 
pumpe besitzt der Apparat als Besonderheit einen Kiihler mit einer 
Kupferrohrseele von 30 mm Durchmesser, ein glisernes Uberleitungs- 
rohr und die zu 1. beschriebene Pumpe mit weitem Stutzen fiir kon- 
tinuierlichen Betrieb. Bei Verwendung eines Teklu-Vierbrenners als 
Wasserbadheizung betragt die Verdampfungsleistung fiir Wasser 
2.8 Liter/Stunde bei einer Kolbeninnentemperatur von 20°. 


Literatur. 


Schmalfuss und Jantzen, Die Chemische Fabrik 1929, Nr. 35 und 36. - 
Naumann, diese Zeitschr. 216, 136 u. 154, 1929; dort weitere Literatur- 
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Zum Brenztraubensaurenachweis bei der Hefegirung. 


Von 
S. Kost) tschew. 


(Aus dem Institut fiir Biochemie und Pflanzenphysiologie in Leningrad.) 


(Eingegangen am 18. November 1929.) 


Klein und Fuchs! beschreiben in ihrer jiingst veréffentlichten 
Mitteilung eine ,,Wiederholung® der Versuche von Kostytschew und 
Soldatenkov* iiber das Abfangen der Brenztraubensaure bei der Hefe- 
garung mittels der Semicarbazidmethode. Doch haben die Verfasser 
das Abfangverfahren insofern verandert, als sie das Girgut nach dem 
Einengen direkt mit p-Nitrophenylhydrazin versetzen, in der Hoffnung, 
auf diese Weise sofort das Brenztraubensiure-p-nitrophenylhydrazon 
abzuscheiden. Hierbei begehen sie einen Fehler, da ein Brenztrauben- 
siurenachweis auf diese Weise nicht méglich ist. Die Verfasser sollten 
mindestens vorerst priifen, ob das Brenztraubensaiuresemicarbazon in 
der in Frage kommenden Konzentration unter den genannten Ver- 
haltnissen in p-Nitrophenylhydrazon verwandelt wird. Dies ist denn 
auch nicht der Fall. 

In den in meinem Laboratorium ausgefiihrten Versuchen, welche 
eine Verscharfung der Semicarbazidmethode bezweckten, wurde auch 
das obige Verfahren gepriift und als untauglich abgelehnt. 

Das Resultat von Klein und Fuchs ist also infolge des oben er- 
wahnten Fehlers belanglos. Die Beschreibung der verscharften Semi- 
carbazidmethode und ihrer Anwendung auf die Hefegirung wird nach 
kurzer Zeit veréffentlicht werden. 


1 G. Klein und W. Fuchs, diese Zeitschr. 218, 40, 1929. 
2 S. Kostytschew und S. Soldatenkov, H. 176, 287, 1928. 





Uber die Bestimmung von Tyrosin und Tryptophan 
in Proteinen. 


Von 
J. Tillmans, P. Hirseh und F. Stoppel. 
(Eingegangen am 20. November 1929.) 


Unter dem Titel: ,,Zur Tyrosin- und Tryptophanbestimmung nach 
der Methode von Tillmans, Hirsch und Stoppel‘* haben H. Bauer und 
E. Strauss eine Arbeit veréffentlicht!, zu der wir noch folgendes bemerken 
méchten. Nach der genannten Uberschrift kénnte man annehmen, daB es 
sich um eine generelle Nachpriifung unseres Verfahrens handele. Dies ist 
aber nicht der Fall. Bauer und Strauss haben sich in einer vorhergehenden 
Arbeit némlich eingehend mit nitrierten Globinen beschaftigt, die auf 
verschiedene Weise durch Nitrieren von Globin in der Kalte gewonnen 
worden sind, Sie versuchten nun, unser Verfahren auf diese fertigen 
Nitrokérper anzuwenden. 

Zuniachst enthalt die Mitteilung von Bauer und Strauss eine wichtige 
Erganzung unseres Verfahrens: Beim Nitrieren nach unserer Vorschrift 
muB die anzuwendende Salpetersiure etwas salpetrige Saéure enthalten. 
Der von uns seinerzeit verwendete Salpeterséurevorrat mu einen gewissen 
Gehalt an nitrosen Gasen gehabt haben. Bei der Ausfiihrung des Ver- 
fahrens kommt es nicht genau auf die Héhe des Gehalts an salpetriger 
Séure an. Es ist zwar die Geschwindigkeit, mit welcher die Nitrierung 
erfolgt, von der Héhe dieses Gehalts abhiangig, nicht jedoch die zum Schlu8 
erreichten Farbwerte der Nitrierfliissigkeit. Es hat sich gezeigt, daB man 
vorteilhaft die Nitrier-Salpetersaé:ire aus einer konzentrierten Salpetersaéure 
herstellt, die etwa 10% rauchende Salpeterséure enthalt. 

Wie schon aus unserer Veréffentlichung hervorgeht, ist unser Ver- 
fahren nicht anwendbar auf solche Proteine, die in n/10 Salpeterséure 
unléslich sind, wie z. B. Casein. Bauer und Strauss stellten fest, dal auch 
solche Proteine sich bei gewéhnlicher Temperatur in konzentrierter Salpeter- 
siure auflésen. Um unser Verfahren auf das in der verdiinnten Saure 
gleichfalls unlésliche Globin und um es weiterhin auf ihre in der Kalte 
gewonnenen Nitroprodukte direkt anwenden zu kénnen, modifizierten 
Bauer und Strauss unser Verfahren derart, daf sie das Nitrieren mit kon- 
zentrierter Salpetersiéure bei gewéhnlicher Temperatur ausfiihrten. Fiir 
diese Versuchsbedingungen stellten sie die Farbwerte fiir Tyrosin und 
Tryptophan neu fest. Dieses modifizierte Verfahren lieferte jedoch nicht 
in allen Fallen einwandfreie Ergebnisse. 

Bei unserem Verfahren, welches nur geeignet ist, wenn die zu unter- 
suchenden Proteine in n/10 Salpeterséiure beim Erhitzen vdéllig léslich 
sind, wurde die beste Art des Nitrierens sorgfaltig ausprobiert. Es ist sehr 
méglich, daB in der Kalte beim Nitrieren mit starker Sa)peterséure nicht 
gleich gute Werte zu erreichen sind. 


1 Diese Zeitschr. 211, 191, 1929. 
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Uber den Einflu8 des Trainierens 
auf die mineralischen Substanzen der Muskeln. 


Von 


S. W. Fomin. 
(Aus dem Ukrainischen Biochemischen Institut in Charkow.) 
(Eingegangen am 21. November 1929.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Die Veranderungen der chemischen Substanz der Muskeln unter 
dem Einflu8 des Trainierens sind uns auf Grund der Untersuchungen 
vieler Forscher schon gezeigt worden. Diese hangen sowchl von der 
Dauer als auch von der Methode des Trainierens ab, wobei bis jetzt 
nur die Veranderungen der komplizierten organischen Bestandteile 
der Muskeln erwahnt wurden. ’ 


Wie sich im tierischen Organismus die verschiedenen Muskeln in ihren 
Funktionen auch in ihrer chemischen Substanz unterscheiden [ Riesser (1), 
Ferdmann und Feinschmidt (2), Palladin und Epelbaum (3) u. a.}, so werden 
durch das Trainieren auch die experimentellen Veranderungen der funk- 
tionellen Beschaffenheit der Muskeln von einer Veranderung ihrer chemischen 
Substanz begleitet. 


So fanden z. B. Embden und Habs (4) im Vergleich mit einem Kontroll- 
muskel eine bedeutende Vermehrung des Glykogens in einem trainierten 
Muskel. Nach einiger Zeit wurde aus den Arbeiten von Palladin und Ferd- 
mann (5) bekannt, daB sich in den trainierten Muskeln die Menge des 
Kreatins wie auch der Kreatinphosphorséiure vergréBert [Ferdmann und 
Feinschmidt (6))}. 

Ebenso erfordert die Rolle der Elektrolyten bei den Verdnderungen 
des Zustandes der Muskelfasern, bei den Erscheinungen der Verkiirzung 
und der Schwachung, das Studium der mineralischen Bestandteile im Zu- 
sammenhang mit den Verainderungen der funktionellen Beschaffenheit, 
hervorgerufen durch ein dauerndes Trainieren der Muskeln. 


Das reichliche Vorhandensein von Kalium in den Muskeln [ Kaéz (7). 
Urano (8), Fahr (9), Costantino (10) u. a.] und die Méglichkeit, den 
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Kaliumgehalt zu verandern, d.h. das Gleichgewicht in den Muskeln 
bei der Verkiirzung und der Erschlaffung zu verschieben, was von 
Ernst und Scheffer (11) erwaihnt wurde, hat uns veranlaBt, bei der 
experimentellen Aufklarung des Einflusses des Trainierens auf die 
mineralischen Bestandteile der Muskeln festzustellen, wie sich der 
Kaliumgehalt von trainierten und untrainierten Muskeln unterscheidet. 


Methodik. 


Es wurden Versuche an Kaninchen und Hunden ausgefiihrt. Bei den 
Kaninchen haben wir den m. biceps femoris eines der Hinterbeine trainiert, 
wahrend uns der gleichnamige Muskel der gegeniiberliegenden Seite zur 
Kontrolle diente. 


Das Trainieren wurde mit Hilfe des Induktionsstromes von der Du Bois 
Reymondschen Spule durch das Anlegen der Elektroden auf die entbl68te Ober- 
flache wahrend 4 bis 5 Minuten, zweimal taglich mit einer Erholungspause 
von 4 Stunden zwischen jeder Reizung, durchgefiihrt. Ein derartiges Trai- 
nieren dauert 15 bis 22 Tage, und darauf wurden beide Muskeln, der trainierte 
wie auch der Kontrollmuskel, der Analyse unterworfen. Von der letzten 
Reizung bis zur Analyse vergingen verschiedene Zeitspannen, von 1 bis 
6 Tagen. 


Bei den Hunden wurde das ganze Hinterbein trainiert, und das andere 
Hinterbein diente als Kontrolle. In diesem Falle wurde das Trainieren mit 
Hilfe eines mit Schrot gefiillten Saekchens ausgefiihrt, wobei dieses an das 
Hinterbein angebunden wurde. Taglich wurden zu der anfanglichen Last 
von 50 g noch 25 g Schrot hinzugefiigt, und der Hund wurde taglich 1 Stunde 
im Laufe von 1 bis 1% Monaten mit dieser Last herumgefiihrt. Die Muskeln 
des trainierten Gliedes waren so verschieden von den Kontrollmuskeln, 
da’, wenn die Last von dem trainierten Beine auf das untrainierte um- 
geladen ‘wurde, der Hund sein Bein umbog und nicht gehen konnte. Mit 
derselben Last, die aber an das trainierte Bein angebunden war, lief der 
Hund ganz frei herum. Darauf wurde das Tier getétet, man nahm Muskel- 
stiicke des trainierten und des kontrollierten Beines. Die Muskelstiicke 
wurden auf der Bangschen Torsionswaage gewogen und darauf im Kjeldahl- 
kolben mit HNO, und H,O, nach Neumann feucht verascht. 


Das Kalium wurde nach der Methode von Kramer mit den Abanderungen 
Cronheims (12) zur Analyse der Stoffe bestimmt. Der Unterschied zwischen 
den parallelen Proben iiberstieg nicht 4 bis 5%. Die angegebenen Daten, 
der K-Gehalt in Prozenten, werden der Berechnung nach als frische Sub- 
stanz angesehen. 


Wir haben keine Umrechnung auf die trockene Substanz vorgenommen, 
weil nach Palladin und Ferdmann die angewandte Methode des Trainierens 
keinen Einflu8 auf den Wassergehalt in den Muskeln hat. 


Experimentelier Teil. 


Es ist wichtig, darauf acht zu geben, daB die Schwankungen des 
Kaliums bei einzelnen Tieren sehr groB sind, aber auf Grund der Versuchs- 
bedingungen haben wir diese individuellen Schwankungen dadurch 
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beseitigt, da wir als Kontrolle die untrainierten Muskeln desselben 
Tieres benutzten, indem wir bei verschiedenen Kaninchen bald das 
rechte, bald das linke Bein trainierten. Solche groBen Schwankungen 
im Kaliumgehalt findet man auch in anderen Stoffen, z. B. in dem 
peripheren Nervensystem [Simon und Szeléczey (13)]. 


In der Tabelle I ist der allgemeine Gehalt an Kalium in den Muskeln 
der Kaninchen, die fiir die Versuche nach Ablauf von 20 und 48 Stunden 
nach dem letzten Trainieren getétet wurden, recht genau angefiihrt. 
Alle Kaninchen wurden innerhalb von 2 bis 3 Wochen trainiert, und 
das Trainieren hat in dieser Zeitspanne keinen EinfluB auf eine akute 
Veranderung des Kaliumgehalts in Abhangigkeit von der Verlangerung 
der Trainierungsdauer von 2 auf 3 Wochen ausgeiibt. In den erwahnten 
Versuchen konstatieren wir eine kleinere Senkung des Kaliums in den 
trainierten Muskeln im Vergleich mit den Kontrollmuskeln. Dabei 
muB man noch bemerken, daB die Kaninchen, die 20 Stunden nach 
der letzten Reizung getétet wurden, eine gréBere Abnahme des Kalium- 
gehalts aufweisen als diejenigen, die nach 48 Stunden getétet wurden. 


Tabelle J. 


Kaliumgehalt bei den Kaninchen, welche 20 und 48 Stunden nach dem 
letzten Trainieren getétet wurden. 





= 3 4 5 6 | 7 . 9 


Unterschied 
- | des Kalium- 
Dauer, Kaliumgehalt | Kaliumgehalt gehalts in 





y } Die Die jes \ des des nicht trainierten : 
Ver- Ge- : < . : Bemer- 
. aed rechte | linke  Trai- trainiert | trainiert Muskeln im > ‘ 
such | wicht | ‘ptote | Pfote | nings | Muskels |  Muskels | Vergleich | kungen 
mit nicht 
| trainierten 
Nr. ¥g Tage mg | mg %o 
Z Tek ween 7,80) - ] 
F f — 
1 2800 + 15 702 | 715 9°19} 7,95 10 | rT 
2 4000 + — 15 4,55 498, — 9 | so Gee. 
8 1950 + — 21 4,18 5,07 — 19 
97 3,28 | 8,42) o ar - 
4 2700 — + 15 393 | 3,30 3,98 | 3,35 1,5 | | 
5 2400, + — — 20 3,62 887 — 7 _— 
6 8100; — | + 15 3,61 3.80 5 
+ trainiert. untrainiert. 


Ein anderes Bild (Tabelle II) bietet sich bei der Erforschung der 
Muskelstiicke der trainierten und der Kontrollmuskeln dar, die aber 
72 Stunden nach dem letzten Trainieren entnommen wurden. Hier 
bemerken wir in allen Versuchen eine schroffe Steigerung des Kalium- 
gehalts in den trainierten Muskeln. 
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Tabelle II. 


Kaliumgehalt bei den Kaninchen, welche 72 Stunden nach dem letzten 
Trainieren getétet wurden. 





1 2 3 | 4 5 6 7 s 


D - ss Unterschied des 
auer vans ‘aliumgehalt | Kaliumgehalts 
Ver- ie Die Die des Panyeme. oreal des nicht in trainierten 
band ‘ail “ht rechte  linke Trai- | ‘ Muskels trainierten Muskeln im 
. ich Pfote | Pfote | nings a Muskels Vergleich mit 
} nicht trainierten 
Nr. Xg Tage | mg mg % 
- 5,94 4,68 | 
7 100 - ’ 1 
2 & 17 | 65g} 810 — 4’93 | 4:80 + 28 
8 3000 + _- 17 4,39 3,75 +15 
9 60 2,18 | > 
9 | 400; — | + 2, 18 | 9 9: + 
4100 17 2°69 2,64 9'98 | 2,23 +- 16 
10 2900 oh ~- 17 4,10 2,55 + 46 
+ trainiert. untrainiert. 


In der dritten Serie (Tabelle IIJ) bei der Analyse der Muskeln der 
Kaninchen, die fiir die Versuche 96 Stunden nach dem letzten Trainieren 
getétet wurden, findet man ebenfalls eine bedeutende Erhéhung des 
Kaliumgehalts. 


Tabelle IIT. 


Kaliumgehalt bei den Kaninchen, welche 96 Stunden nach dem letzten 
Trainieren getétet wurden. 





1 2 3 | 4 5 6 7 x 
—— Unterschied des 
amy py _| Kaliumgehalts 
, ee Die | Die Dauer gehalt des - S| in trainierten 
Versuch Gewicht reehte linke des trainierten pe Muskeln im 
Pfote Pfote Trainings |; Muskels ainierten Vergleich mit 
: ° Muskels  picht trainierten 
Nr. g Tage mg mg % 
11 | 1950 _ a 21 6,82 5,32 + 24 
12 2300 -—- + 22 7,01 4,50 + 43 
13 2200 “+ — 21 4,87 4,51 + 7 
14 2500 _ + 21 5,45 4,76 +13 
15 2450 + —_ 21 5,19 3,48 + 40 
+ trainiert. untrainiert. 


In der Tabelle IV sind die Resultate der Versuche aufgefiihrt, die 
an den Kaninchen 144 Stunden nach dem letzten Trainieren gemacht 
wurden. Hier finden wir in vier Versuchen dieselbe Steigerung des 
Kaliumgehalts in den trainierten Muskeln, aber weniger ausgepragt als 
in den Tabellen IJ und IIJ. In einem der Versuche sogar findet man 
nicht den groBen Unterschied zwischen dem Kaliumgehalt in den 
trainierten und den untrainierten Muskeln. So kehrt der Kaliumgehalt 
6 Tage nach dem Trainieren wieder zur Norm zuriick. 
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Tabelle IV. 


Kaliumgehalt bei den Kaninchen, welche 144 Stunden nach dem letzten 
Trainieren getétet wurden. 





1 2 3 4 5 6 7 . 
sae Unterschied des 
Kalium- Ry a Kaliumgehalts 
Pore ae Die Die Dauer gehalt des , ‘ in trainierten 
Versuch | Gewicht rechte linke des trainierten nicht e Muskeln im 
Pfote Pfote Trainings Muskels | ‘aimierten Vergleich mit 
Muskels nicht trainierten 
Nr. g } Tage mg mg Fy 
16 4300 + — 25 3,32 3,42 — 2 
17 2500 - + 30 4,16 3,55 +14 
18 3500 + _ 21 5,27 4,86 + 8 
19 3000 -- + 21 5,08 4,64 + 9 
20 2500 —_— + 21 4,96 4,40 -+ 11 
- trainiert. untrainiert. 


Ein Diagramm, das nach angegebenen GréSen gezeichnet ist, 
zeigt, wie verschieden der Prozentgehalt an Kalium in den trainierten 
und in den untrainierten Muskeln ist, in Abhangigkeit von der Zeit- 
spanne, die vergangen ist, seitdem die Proben nach dem _ letzten 
Trainieren fiir die Analyse entnommen wurden. 


+25 % + 25,5 % 


® 


*105% 














20Std__ ¥8S¥d. 





Std. Std 44Std. 


-45% 


-13 Yo 
Abb. 1. 
Die Veriinderung des Kaliumgehalts in den trainierten Muskeln in Prozenten 
in bezug zu den normalen 


Die anfangliche Senkung des Kaliums wird von einer bedeutenden 
Steigerung abgelést, welche am sechsten Tage allmahlich abnimmt, 
bis der Kaliumgehalt in den trainierten und untrainierten Muskeln 
ganz gleich wird. In der nachsten Tabelle V sind die Resultate der 
Versuche des Trainierens wiedergegeben, die an Hunden durchgefiihrt 
wurden. Die Muskeln wurden fiir den Versuch 24 Stunden nach dem 
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letzten Trainieren entnommen, d.h. nach 1- bis 11',monatigem 
Anbinden des Schrotsackchens an ein Bein. Die angegebenen Resultate 
zeigen die Steigerung des Kaliumgehalts in den Muskeln des Gliedes 
desjenigen Hundes, der im Laufe von 1 bis 11 Monaten trainiert 
wurde. 
Tabelle V. 
Kaliumgehalt bei den Hunden, welche 24 Stunden nach dem letzten 
Trainieren getétet wurden. 





1 2 3 4 5 6 7 s 
or Unterschied des 
Kalium- | Kalium- — Kaliumgehalts 
Die Die Dauer , gehalt des | gehalt des in trainierten 
Versuch Datum rechte linke des | trainierten | we Muskeln im 
Pfote Pfote Trainings | Muskels . Vergleich mit 
- Muskels nicht trainierten 
Nr. Tage mg mg 9 
1 12. IX. + | — 40 5,43 4,51 +17 
os See 41 5,78 4.89 +15 
3 2. I. + ~~ 35 4,70 4,15 +12 
4 12. XII. ae oe 47 4,07 3,65 +10 
+ trainiert. untrainiert. 


Da wir uns die Aufgabe gestellt haben, die Veranderungen des 
Kaliumgehalts in den trainierten Muskeln zu studieren, kommen wir 
zu der Ansicht, daB sich die trainierten Muskeln hinsichtlich ihrer 
mineralischen Bestandteile stark von den Kontrollmuskeln desselben 
Tieres unterscLeiden. Dabe, bleibt die Frage noch unbeantwortet, 
auf Kosten welcher Zusammensetzung die von uns festgestellten Ver- 
ariderungen entstehen, weil die Methode des Verbrennens des Stoffes 
auf feuchtem Wege nach Newmann uns nicht die Méglichkeit gibt, 
die einzelnen chemischen Zusammensetzungen des Kaliums zu diffe- 
renzieren. 


SchluBfolgerungen. 


1. Das Trainieren der Muskeln bei den Tieren ruft Veranderungen 
im Kaliumgehalt hervor. 

2. Der Charakter der Veranderungen ist verschieden; er hangt ab 
von der Zeitspanne zwischen der Analyse und dem letzten Trainieren. 

3. Der Kaliumgehalt in den trainierten m. biceps femoris-Kaninchen 
sinkt etwas herab im Vergleich mit den untrainierten Muskeln bei der 
Analyse des Stoffes 20 und 48 Stunden nach dem letzten Trainieren. 

4. Sehr stark ist die Steigerung des Kaliums in den trainierten 
Muskeln 3 bis 4 Tage nach dem letzten Trainieren. Etwas weniger 
steil ist der Anstieg des Kaliumgehalts in den trainierten Muskeln 
144 Stunden nach dem letzten Trainieren. 
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5. Bei den Hunden mit geteiltem Trainieren eines der Glieder 
steigt der Kaliumgehalt in den Muskeln der trainierten Pfote im Vergleich 
mit der untrainierten. 
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Die Muskelkontraktion. 


Bemerkung zu der Mitteilung: 


,Uber Feinbau, Festigkeit und Kontraktilitit tierischer Gewebe‘ 
von Kurt H. Meyer’. 


Von 
Hans H. Weber. 


(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Miinster i. W.) 


(Eingegangen am 25. November 1929.) 


Unter obigem Titel stellt Kurt H. Meyer! auch eine neue Theorie 
der Muskelkontraktion zur Diskussion. Sie schlieBt sich sehr un- 
gezwungen den Anschauungen dieses Autors vom Feinbau der hoch- 
kolloidalen, besonders der EiweiBsysteme an. Sie verzichtet darauf, 
die Muskelkontraktion durch ionisationsabhaingige Anderungen der 
Hydratationskrafte und der Hydratationsenergie der kontraktilen 
Substanz, die bisher nicht aufzufinden waren?, zu erklaren. Sie ersetzt 
diese — ebenso wie die sonst andersartigen Theorien von W. E.Garner® 
und Janet H. Clark* — durch ionisationsabhingige Anderungen der 
Anziehungskrafte zwischen verschiedenen Atomgruppen der kon- 
traktilen Substanz selbst, die zu einer molekularen Umordnung fiihren. 
Diese Anderungen der Anziehungskrafte sind in K. H. Meyers Theorie 
elektrostatisch bedingt. Er nimmt an, daB die kettenférmigen Molekiile 
des kontraktilen Proteins beim Ruhe-pg (pa = 7,4) des Muskels ge- 
streckt vorliegen, weil bei diesem pq das Verkiirzungseiweif elektro- 
negativ aufgeladen sei und weil sich infolgedessen die einzelnen tiber 
die Kette verteilten negativen Gruppen gegenseitig abstieBen. Im 
Moment der Kontraktion erfolge durch Annaherung der Muskelreaktion 
an den ,,isoelektrischen Punkt** (I. P.) eine Aufladung der zwischen 
den negativen Gruppen verstreuten positiven Gruppen und damit 
eine vielfache Kriimmung des kettenférmigen Molekiils, indem sich 


1 K. H. Meyer, diese Zeitschr. 214, 1, 1929. 

2 H.H. Weber und D. Nachmannsohn, ebendaselbst 204, 215, 1929. 
3 W. E. Garner, Proc. Roy. Soc. (B) 99, 40, 1925. 

4 J. H. Clark, Amer. Journ. of Physiol. 82, 181, 1927. 
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die benachbarten negativen und positiven Gruppen durch elektro- 
statische Anziehung einander nahern. Nach K. H. Meyer betragt der 
Abstand zwischen den elektropositiven und den elektronegativen 
(sauren und basischen) Gruppen des EiweiBes bei volistandiger Streckung 
eines kettenférmigen Molekiils durchschnittlich etwa 17 A, wihrend 
bei maximaler Kontraktion eine Anniherung bis auf 2A méglich 
erscheint. Infolgedessen kann diese Theorie den maximalen Ver- 
kiirzungsgrad des Muskels dann erkliren, wenn man ihre Voraus- 
setzungen anerkennt. Denkt man sich namlich die ganze Muskellinge 
in solche Abschnitte von 17 A eingeteilt, die sich im Kontraktions- 
moment simtlich um 15 A verkiirzen, so ergibt sich ein Verkiirzungs- 
grad von 88°. Am intakten Muskel sind Verkiirzungen bis zu etwa 
70% (selten 85°?) beobachtet!. 


DaB im isoelektrischen Zustande annahernd simtliche elektro- 
positiven und elektronegativen Gruppen gleichzeitig aufgeladen sind, 
ist inzwischen auch fiir Eiwei®kérper bewiesen?. Da also im Kon- 
traktionsmoment die Kettenmolekiile des VerkiirzungseiweiBes zwischen 
simtlichen basischen und sauren Gruppen gekriimmt sind, ist auf dem 
Boden der Meyerschen Anschauungen anzunehmen. Dagegen muB8 
bezweifelt werden, daB beim Ruhe-pg des Muskels diese Abschnitte 
simtlich gestreckt sind, wie dies K. H. Meyer der angefiihrten Be- 
rechnung tiber den Verkiirzungsgrad zugrunde legt. Denn dies hatte 
zur Voraussetzung, dafs beim Ruhe-pg alle positiven Gruppen des 
VerkiirzungseiweiBes durch OH’-Bindung (H-Abgabe) entionisiert 
wiren. Bei py 7,4 bytragt aber die OH’-Bindung durch EiweiSkérper 
héchstens® 1/, bis 1/,, beim Myogen des Muskels* sogar nur 4/,, der 
maximalen OH’-Bindung. Es sind also bei pg 7,4 auch nur ?/, bis 1/59 
der positiven EiweiBgruppen als entladen anzunehmen. Bei der Kon- 
traktion kann demnach eine Verkiirzung der Kettenmolekiile durch 
Aufladung vorher nichtionisierter positiver Gruppen nicht in jeder 
Periode von 17 A stattfinden, sondern nur in jeder 3. bis 20. Periode. 
Eine Verkiirzung von 15 A sollte demnach nicht auf eine Kettenlinge 
von 17 A, sondern von 50 (3.17) bis 340 (20.17) A auftreten. Dies 
wiirde aber selbst bei idealem Ablauf des angenommenen Mechanismus 
nur einen Verkiirzungsgrad von 30 bis 4,5 °, der urspriinglichen Muskel- 
lange ergeben. 


1 Vgl. z. B. Landois, Lehrb. d. Physiol. von R. Rosemann, 19. Aufl., 
S. 458, daselbst weitere Literatur 1929. 

2? H. H. Weber, Ber. ti. d. ges. Physiol. 50, 317, 1929 und eine aus- 
fiihrliche Mitteilung, die demnachst in dieser Zeitschrift erscheint. 

3 Vgl. z. B. £. J. Cohn, Physiol. Reviews 5, 349, 1925, und zwar Abb. 2 
bis 6. 

4 H.H. Weber, diese Zeitschr. 189, 407, 1927, und zwar Abb. 3. 
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Ob das Myosin des Muskels, das als Verkiirzungseiweif in Frage 
kommt, anders als die iibrigen bisher untersuchten EiweiSkérper 
bereits bei pq 7,4 den Punkt maximaler OH’-Bindung ganz oder an- 
nahernd erreicht hat, wird hier zurzeit untersucht. Es ist nicht sehr 
wahrscheinlich, besonders wenn man beriicksichtigt, daB K. H. Meyer 
selbst eindeutige Argumente fiir vollstandige Streckung der Ketten- 
molekiile (fiir reine Faserstruktur) nicht fiir den ruhenden, sondern 
nur fiir den ruhenden gedehnten Muskel veréffentlicht hat. Der an- 
gefiihrte Einwand mu8 demnach bei der weiteren Ausarbeitung der 
durchsichtigen und anschaulichen Kontraktionstheorie von Kurt 
H. Meyer beriicksichtigt werden. 
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Die Muskelkontraktion. 
(Antwort auf die vorstehende Mitteilung.) 


Von 
Kurt H. Meyer. 
(Eingegangen am 25. November 1929.) 


Herr Hans H. Weber gab mir Gelegenheit, die vorstehende Be- 
merkung vor der Drucklegung kennenzulernen und mich zu ihr zu 
auBern. Hierfiir méchte ich ihm auch an dieser Stelle verbindlichst 
danken. 

Die Annahme, da8 im erschlafften oder gedehnten Muskel parallel 
gelagerte Hauptvalenzketten vorliegen, daB dagegen im kontrahierten 
Muskel keine derartige Ordnung herrscht, scheint uns durch das vor- 
liegende Material sehr gut gestiitzt zu sein. Wenn wir in der Zusammen- 
stellung angeben, daf nur der ,,gedehnte‘‘ Muskel in fliissiger Luft 
gefroren die Erscheinung des Splitterns beim Abkiihlen gibt, so geschah 
das aus folgendem Grunde: Der erschlaffte und nicht fixierte Muskel 
kontrahiert sich beim Eintauchen in fliissige Luft augenblicklich; will 
man also die Lage der Ketten im erschlafften Muskel fixieren, so mu} 
man den erschlafften Muskel einspannen, bevor man ihn gefriert. 
Dann zeigt er das Splitterphanomen. Am sichersten sind natiirlich die 
Beobachtungen am lebenden Objekt selbst, die nur mit Hilfe der Doppel- 
brechung méglich sind. Das Steigen der Doppelbrechung mit der 
Erschlaffung zeigt nach unserer Meinung eine Parallelorientierung an. 

Um unsere Vorstellung von der Formanderung der Ketten in 
Einklang zu bringen mit dem tiber die Muskelkontraktion vorhandenen 
chemischen und kalorischen Material, haben wir die neue Theorie 
auch in dieser Hinsicht ausgestaltet, ohne da wir diesen Teil der neuen 
Theorie gleich gut stiitzen kénnen wie den eingangs erwahnten mechani- 
schen Teil. Deswegen scheint uns eine experimentelle Prifung be- 
sonders wichtig zu sein. DaB bei isoelektrischer Reaktion die EiweiB- 
kérper im Sinne von Bredig und Kiister zwitterionisiert sind, wurde 
von NV. Bjerrum' auf Grund des Verhaltens der aliphatischen Amido- 


1 N. Bjerrum, Zeitschr. f. phys. Chem. 104, 147, 1923. 
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sauren gefolgert. L. Ebert! wies nach, daB die GréBe der Neutralisations- 
wirme der EiweiBkérper im Sinne einer Zwitterionstruktur gedeutet 
werden mu8. Wo. Pauli® hat gezeigt, daB die Reaktionsweise der 
neutralen EiweiBkérper mit Neutralsalzen unter Annahme der Zwitter- 
ionisation erklart werden kann, und kiirzlich hat G. 8. Adair? — schein- 
bar in Unkenntnis der Ebertschen Arbeit — die kalorimetrischen Daten 
abermals in diesem Sinne ausgewertet. Das von Hans H. Weber in 
Aussicht gestellte Material scheint neues Beweismaterial hierfiir zu 
bringen. 

Andererseits hat Hans H. Weber Bedenken, im Ruhezustande eine 
vollige Entladung der Amidogruppen an den verkiirzenden Haupt- 
valenzketten anzunehmen. Es scheint uns jedoch keineswegs bewiesen, 
daB das sogenannte Ruhe-py des Muskels von 7,4 wirklich das pg an 
den Verkiirzungsorten selbst darstellt, die ja nur in den doppelbrechenden 
Anteilen der Fibrillen lokalisiert zu denken sind. Aber selbst wenn 
dem so ware, so ist darauf hinzuweisen, daB wir als eigentlich arbeitenden 
Teil des EiweiBes nur 5 bis 10 °%, der EiweiBsubstanz angegeben haben, 
so daB es sehr wohl méglich ist, daB gerade diese Ketten durch das 
Pu 7,4 schon in bezug auf ihre basischen Gruppen entladen werden, 
wihrend ein Teil der Ladung des ResteiweiBes durch die Alkalitats- 
anderung noch nicht beriihrt wird. 

Ich benutze die Gelegenheit, um auf eine mir bisher entgangene 
Arbeit von Max Rubner* hinzuweisen, die in umfassender Weise die 
Wasserbindung der Muskelsubstanz behandelt, am Schlu8 auch auf 
die Muskelkontraktion eingeht und in folgendem Satze gipfelt: 

, 1m allgemeinen ergeben sich zwei im Muskel vorgebildete Systeme 
kolloidaler Anderungen, die aufeinander senkrecht stehen, dabei ein 
in der Langsrichtung gelegenes System der Kontraktionsvorgange 
und ein in der Querrichtung angelegtes System der Quellung. 

Das erstere besteht darin, da unter Umstellung der inneren 
Struktur gebundenes Wasser frei und von den in querer Richtung 
quellenden Elementen aufgenommen wird. Die Kontraktion kann man 
sich durch Bindung und Anziehung von Eiweifmolekiilen vorstellen, 
vielleicht bedeutet die AbstoBung von gebundenen Wassermolekiilen 
zugleich das Freiwerden solcher ,Affinitaten‘, die eine gegenseitige 
Anniherung der Eiweifteilchen oder Umgruppierung herbeifihren. 


1 L. Ebert, Zeitschr. f. phys. Chem. 121, 385, 1926. 

2 Vgl. das zusammenfassende Referat: Wo. Pauli, Klin. Wochenschr. 
8, 673, 1929. 

3 G.S. Adair, N.Cordero und T.C.Shen, Journ. of Physiol. 67, 
7. Juni 1929. 

4 Max Rubner, Abhandlungen der PreuBischen Akademie der Wissen- 
schaften, Jahrg. 1922, Phys.-Math. Klasse, Nr. l. 
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Die Kraftleistung des Muskels kann sonach auf die Verkiirzung wie 
auch auf die Querquellung zuriickgefiihrt werden.‘ 

Wir bemerken, da8 die im ersten Absatz enthaltene Forderung 
Rubners durch unsere Annahme von parallel gelagerten, fadenférmigen 
EiweiBmolekiilen (Hauptvalenzketten), die sich kontrahieren kénnen 
und das Wasser durch Solvatation quer zur Fadenachse anlagern 
kénnen, erfillt wird. 


Was den zweiten Absatz anlangt, so konstatieren wir Uberein- 
stimmung darin, da bei der Kontraktion ,,gebundenes Wasser frei 
wird’, also Entquellung der Verkiirzungssubstanzen eintritt, was im 
Gegensatz zu der Saurequellungstheorie der Muskelkontraktion steht. 
Es ist bemerkenswert, daB Rubner zu dieser Folgerung lediglich auf 
Grund von Experimenten iiber die Wasserbindung kommt, wiahrend 
wir sie aus unseren Molekularvorstellungen abgeleitet haben. 








Weitere Untersuchungen iiber den qualitativen Nachweis 
von Fetten unter Hervorhebung von Mikromethoden. 


Von 
Anneliese Niethammer. 


(Aus dem Institut fiir Botanik, Warenkunde und Technische Mikroskopie 
der Deutschen Technischen Hochschule in Prag.) 


(Eingegangen am 25. November 1929.) 
Mit 4 Abbildungen im Text. 


Wir haben vor einigen Monaten in dieser Zeitschrift! tiber den 
qualitativen Nachweis von Fetten und Fettprodukten berichtet. Zum 
Schlu8B unserer Versuchsserien fiihrten wir auch die Mikrosublimation 
von reinen Fettsduren an. Als letzten Versuch zeigten wir noch, dai 
auch Fett aus Geweben sublimiert werden kann. Gerade dieser Art 
des Nachweises kommt erhéhte Bedeutung zu, da ein auch nur einiger- 
maBen spezifischer Fettnachweis unter Zuhilfenahme von Mikro- 
methoden heute noch sehr schwierig ist. Andererseits brauchen wir 
aber einen derartigen Nachweis fiir die verschiedensten biochemischen 
Studien, die sich haufig Zellen und Gewebe als Studienobjekte aus- 
ersehen. Desgleichen ist die Untersuchung von Fettprodukten recht 
wichtig. 

Unsere bis jetzt vorhandenen Methoden fiir den mikrochemischen 
‘ettnachweis sind zu allgemein, da sie keine Unterschiede zwischen 
Fetten verschiedener chemischer Konstitution erkennen lassen. Die 
Sublimationsprodukte, die nun aus Fetten verschiedener Konstitution 
gewonnen werden kénnen, lassen jemals typische Formen erkennen. 
Wir werden in den Sublimaten von Fetten und Fettprodukten ge- 
wohnlich verschiedene Formen beobachten kénnen, die natiirlich 
bei einer und derselben Fettart immer gleich bleiben. Diese Tatsache 
ist leicht verstandlich, da an einem Fett haufig die verschiedensten 
Fettsiuren zusammentreten. 


1 A. Niethammer, diese Zeitschr. 209, 447, 1929. 
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In der friiher bereits zitierten Arbeit fiihrten wir die Sublimation 
der Fettsubstanz noch recht umstandlich durch, da wir erst das Fett 
aus dem Gewebe extrahierten und dann den Extrakt der Sublimation 
aussetzten. Auf diese Weise konnten wir typische Sublimate gewinnen, 
die die Sauren anzeigten, die an der Zusammensetzung des Fettes 
beteiligt sind. 

Unsere neueren Versuche zeigen nun, daB das Fett oder besser 
gesagt die Fettsduren direkt aus den Geweben oder den Fettprodukten 
sublimiert werden kénnen. Es gewinnen auf die Weise die alten 
Tunmannschen Versuche! wieder Bedeutung. Erhéhte Bedeutung 
gewinnt diese Untersuchungsart heute auch deswegen, da wir in dem 
Klein-Wernerschen Sublimationsapparat ein glinzendes Arbeitsgerat 
haben. Vor allem gestattet es dieses Arbeitsgerit miihelos, mit sehr 
hohen Temperaturen zu arbeiten. Auf die Versuchsmethodik brauche 
ich nicht einzugehen, da diese bereits friiher beschrieben worden war. 


Wir wollen nun ganz kurz einige Versuche anfiihren. Die Sublima- 
tionstemperatur, die in dem Sandbad gemessen wurde, betrug etwa 


270 bis 280°. 


Schnitte aus dem Endosperme von Cocos nucifera geben ein deutliches 
Sublimat, das uns die nebenstehende Abb. | illustriert. An dieser Stelle 
sei darauf hingewiesen, da diese Frucht unter anderem reichlich Laurin- 
sdure enthalt. Wir finden auch tatsaéchlich in dem Sublimat wieder ahnliche 
schneckenartige Formen, wie sie diese Séure zeigt. Auferdem sind noch 
typische Kristalle zu beobachten. Dasselbe charakteristische Sublimat 
kann man auch aus dem Cocosfett des Handels gewinnen. ‘ 


o@ @52 
Aj 2 Q%OS 


Abb. 1. _ Abb. 2. 


Rinderfett gibt bei der Sublimation, die auch aus dem Gewebe erfolgte, 
eine Grundmasse, in der prachtige Kristallbiindel eingeschlossen sind. 
Die Grundmasse erinnert an die Formen, die wir bei der Sublimation der 
Séuren, die an der Zusammensetzung des Rinderfettes mitbeteiligt sind, 
gewannen (Palmitinséure, Stearinséure). Olsiure, die auch an dem Aufbau 
dieses Fettes beteiligt ist, hatten wir friiher, da dies zwecklos erscheint, 
nicht der Sublimation unterworfen. Wir haben dies jetzt nachgetragen, und 
es scheint eine Zersetzung derselben einzutreten, da oben auf dem Deck- 
glischen auBer den Oltrépfchen einige Kristalle zu beobachten sind. Uber 
das genaue Bild des Sublimats dieses Fettes gibt die Abb. 2 Auskunft. 


1 0. Tunmann, Pflanzenmikrochemie, Berlin 1913. 
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Butter 1aBt ein Sublimat erkennen, das zunaéchst wieder eine Grund- 
masse mit typischen Formen zeigt, in die schéne Kristalldrusen eingelagert 
sind. Vor allem ist das Bild ganz anders als bei dem vorhin beschriebenen 
Objekt. Die Grundform ist der bei Rinderfett etwas ahnlich, dafiir ist aber 
die Kristallbildung durchweg anders. Die héheren Fettsiéiuren sind bei 
beiden Produkten dieselben, dagegen sind aber hier eine ganze Reihe 

niederer Fettséuren vorhanden, die wahrscheinlich das 
andere Bild der Kristalle bedingen. Wir fiigen hier 
die Abb. 3 hinzu. 


0D 
O Aus dem sehr fetthaltigen Gewebe von den Samen 


des Ricinus communis kénnen groBe, gelbe Trépfchen als 

Sublimat gewonnen werden. Kristallbildung kann hier 

nicht erzielt werden, dafiir kénnen aber mit dem 

Sublimat typische Verseifungsformen erzielt werden, 

wenn man mit ammoniakalischer Kalilauge versetzt. Im 

Abb. 3. Gewebe ist eine so charakteristische Verseifungsform 

viel schwerer zu erhalten, und vor allem kann man im 

Gewebe ein Ergebnis erst nach einigen Tagen erwarten. So sehen wir, 

daB auch in dem Falle, wo aus dem Gewebe die Sublimation in Kristall- 
form nicht gelingt, die Sublimation vorteilhaft ist. 


Reich an fettiger Substanz ist auch das Kotelydonenparenchym von 
Oenothera biennis. Nach der Sublimation, bei der wir hier auf etwa 300° 
hinaufgingen, kann man auf dem Deckglaschen sehr in die Breite gezogene 
Fetttropfen sehen. Versetzt man mit ammoniakalischer Kalilauge, so 
bekommt man prachtige, schlauchartige Myelinformen, die aber wieder 
ganz anders sind, als wir sie z. B. bei Ricinus communis antreffen. Hierzu 
ist noch zu bemerken, daB es im Gewebe selbst bei diesen Samen sehr 
schwer ist, charakteristische Verseifuagsformen zu erhalten. Demnach ist 
auch hier die Sublimation ein sehr angenehmes Hilfsmittel, die Fettsubstanz 
zu charakterisieren. Diese Methode bietet aber noch einen weiteren Vorteil. 
Die Probe, deren Fettsubstanz wir jetzt besprochen haben, wurde un- 
mittelbar nach der Ernte gepriift. Zu diesem Zeitpunkt sind die Samen 
von Oenothera biennis noch nicht zur Keimung befahigt. Es war in diesem 
Zusammenhang sehr interessant, zu studieren, wie sich eine bereits keim- 
faihige altere Probe verhélt. Das Gut wurde genau in derselben Weise wie 
friiher der Sublimation unterworfen. Man gewinnt nach der Verseifung 
ganz andere Myelinformen als friiher, das Sublimat dagegen zeigt eine 
ahnliche Beschaffenheit wie friiher, es ist nur kompakter. Der Unterschied, 
der sich aber nach der Behandlung mit ammoniakalischer Kalilauge unter 
dem Mikroskop zeigt, ist auffallend. Es kénnen hier keine schlauchartigen, 
sondern facherférmige Myelinformen beobachtet werden. Bei friiheren 
biochemischen Studien, die wir iiber das Reifen und Altern von Oenothera- 
samen ausfiihrten, machten wir bereits darauf aufmerksam, da in der 
Fettsubstanz bei alten und neuen Samen ein Unterschied besteht. Hier 
kommen wir nun auf anderem, aber viel einfacherem Wege zu demselben 
Ergebnis. 

Der Umstand, da8 durch Sublimation mit nachfolgender Ver- 
seifung typische Unterschiede in der Fettsubstanz von alten und nicht 
nachgereiften Samen festgestellt werden kénnen, verdient erhéhte 
Bedeutung. Gerade die biochemischen Umsetzungen wahrend der 
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Reife und des Alterns der Samen verdienen hichste Beachtung. Mit 
der hier von uns angenommenen Methode ist es méglich, kornweise, 
also mikrochemische Untersuchungen zu machen. Mit den hier mit- 
geteilten Versuchen ist jedenfalls schon der Anfang gemacht, die hier 
und in der friiheren Mitteilung beschriebene Methode zum mikro- 
chemischen Fettnachweis biochemisch gedeihlich zu verwenden. 

Wir wollen aber noch kurz auf eine andere recht brauchbare 
Nutzanwendung dieser Methodik hinweisen, und zwar handelt es sich 
um die Untersuchung von Fettprodukten. 

Ceres, cin Pflanzenfett des Handels, das nach den Angaben der Her- 
steller aus reinem Kokosfett besteht, 148t tatsachlich bei der Sublimation 
im Mikroapparat dieselben Formen erkennen, wie 
reines Kokosfett. In diesem Zusammenhang sei auf oO O 
die friiher beigefiigte Abbildung von Kokosfett hin- 
gewiesen. 

Vitello, ein anderes Fettprodukt des Handels, 
gibt bei der Sublimation ganz eigene, schwertartige O 
Formen, die duBerst charakteristisch sind und in 
der Abb. 4 wiedergegeben sind. O O 

Die unterschiedlichen Margarinen des Handels, oO oO 
die keine reinen Fettprodukte sind, wie Sana, Polarin, 
Smetol Alma und Rita, geben alle mehr oder minder Abb. 4. 
gleiche Sublimationsprodukte, deren getrennte Wieder- 
gabe sich eriibrigt. Gewdhnlich handelt es sich um eine mehr oder weniger 
homogene Grundmasse, in die in einzelnen Fallen Kristalle eingelagert 
sind. Jedensalls ist auch hier, trotzdem sich nur geringe Unterschiede 
ergeben, die Methode der Sublimation vorteilhafter als die anderen all- 
gemeinen Methoden, die wir friiher beschrieben haken. 

Unsere hier beschriebenen Versuche diirften zur Geniige zeigen, 
da die Mikrosublimation ein sehr geeignetes Hilfsmittel zum 
qualitativen Nachweis des Fettes ist. Man kann sich am besten erst 
durch eine allgemeine Reaktion von dem allfalligen Fettgehalt tiber- 
zeugen und dann sich durch die Sublimation tiber charakteristische 
Unterschiede belehren lassen. Im Anschlu8 wird dann noch die Be- 
handlung des Sublimats mit ammoniakalischer Kalilauge sehr gut sein. 
Die Methode der Sublimation hat den Vorteil, daB Fette verschiedener 
chemischer Konstitution im allgemeinen unterschiedliche Sublimate 
geben. Man mu dieser Methode daher den Vorteil einer gewissen 
Spezifitat zusprechen. Weiterhin ist es auch méglich, in den Sublimaten 
leichter chemische Reaktionen auszufiihren als in dem kompliziert 
zusammengesetzten Gewebe. 








Uber die Verwendbarkeit des Zeissschen 
Eintauchrefraktometers zur Messung der Saccharasewirkung. 


Von 
G. Gorbach. 


(Aus dem Institut fiir technische Biochemie und Mikrobiologie der 
Technischer Hochschule Graz.) 


(Eingegangen am 25. November 1929.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Einleitung. 
Die Erfolge der letzten Jahre auf dem Gebiete der Enzymreinigung 
zur Gewinnung héchst wirksamer Fermentpraparate sind nicht zuletzt 
auf die Einfiihrung optischer Methoden zuriickzufihren. 


Diese gestatten es, in jeder Phase der Reinigungsarbeit die Wirksamkeit 
der erhaltenen Priparate zu tiberpriifen. Es war dadurch méglich geworden, 
sich ein Bild tiber die ZweckmaéBigkeit und Brauchbarkeit der verschiedenen 
Reinigungsmethoden zu verschaffen und jene Arbeitsweise zu finden, die 
verhaltnismaBig schnell und einfach alle fiir die Enzymwirksamkeit belang- 
losen oder sie hemmenden Beistoffe, Verunreinigungen, zu entfernen er- 
méglicht. So gelang es Wilistdtter' und seinen Mitarbeitern, das Hefe- 
invertin durch zweckmaéBige Fiihrung der Hefe in derselben anzureichern 
und durch entsprechende Untersuchungen iiber die Autolyse, Adsorption 
und Dialyse hochwertige Invertinpréparate zu erreichen, die als Trager 
ihrer Wirkung keinen der friiher vermuteten Stoffe erkennen lassen. Dabei 
wurde die Wirksamkeitskontrolle auf polarin.etrischem Wege durch eine 
Messung der Spaltung des Rohrzuckers in seine beiden Komponenten 
durch die dabei auftretende Drehungsabnahme méglich gemacht. Diese 
Art der Messung wurde auch bei den in unserem Institut leufenden Arbeiten 
gepflogen. Als Vergleichsma8 diente der von Willstdtter benutzte Zeitwert, 
das ist jene Zeit, die 0,05 g Enzympraéparat zur Inversion von 4g Rohr- 
zucker in 25ccem bis zur 0-Drehung benétigt. Diese Zeit ist fiir das be- 


1 Untersuchungen iiber Enzyme, R. Willstdtter, 1, 535, 1928. Verlag 
J. Springer. 
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treffende Praparat charakteristisch, sofern die Annahme richtig ist, daB 
die Reaktionsgeschwindigkeit der Menge des Enzyms direkt proportional 
ist. Da dies nicht in allen Fallen streng gilt, gibt die Messung der Reaktions- 
geschwindigkeit nur ein ungefahres MaB der wirklich vorhandenen Enzym- 
menge. 


Die polarimetrische Methode hat jedoch manche bei der praparativen 
Arbeit zur Enzymisolierung besonders ins Gewicht fallende Nachteile. 
Es liegt in der Natur der Methode, da8 nur klare und wenig gefirbte 
Enzymlésungen gemessen werden kénnen. Schon geringe Triibungen 
und Farbungen machen eine genaue Messung wegen der verhiltnis- 
maBig groBen Schichtdicke (20-cem-Rohr) unméglich. Ein Filtrieren 
der Enzymlésungen ist zumeist wegen ihrer kolloidalen Beschaffenheit 
nur mit groBem Zeitaufwand méglich, ganz abgesehen von den un- 
vermeidlichen Enzymverlusten, die durch die Adsorptionseigenschaften 
des Filterpapieres verursacht werden. Ebenso fiihrt das Zentrifugieren 
getriibter Lésungen nur in wenigen Fallen rasch zum Ziel. Diese Nach- 
teile treten insofern noch mehr in den Vordergrund, als bei der Reinigung 
und Konzentrierung eines Enzyms eine Anzahl von Messungen nétig 
ist, um sich von der Brauchbarkeit des einen oder anderen Reinigungs- 
vorganges zu tiberzeugen, da eine allgemein beste Darstellungsweise 
fiir die Saccharase bisher nicht bekannt ist und daher der Reinigungs- 
prozeB nach der Beschaffenheit des Ausgangsmaterials verschieden 
gewahlt werden mu. Aus diesen Griinden wurde eine Unter- 
suchungsmethode gesucht, welche die soeben genannten Nachteile 
nicht aufweist und tiberdies ein rasches und doch sicheres Arbeiten 
gewahrleistet. ‘ 

Da sich das Zeisssche Hintauchrefraktometer in mehreren Fillen 
zur Bestimmung von Fermentwirkungen als gut brauchbar erwiesen 
hat, wie zum Beispiel bei der Bestimmung des Pepsins! im Magen- 
saft und in seinen Praparaten? und weiter bei der Bestimmung 
der Abwehrfermente im Blut?, wurde die Verwendbarkeit dieses 
Instruments zur Bestimmung und Messung der Saccharasewirkung 
iiberpriift. 

Bei den ersten Versuchen fand eine 16°,,ige Rohrzuckerlésung 
Verwendung, wie sie schon von O'Sullivan und Tompson und spiter 
von Willstdtter zur Bestimmung des Zeitwertes gebraucht worden ist. 
Dieselbe erhielt noch zur Einstellung der fiir die Spaltung des Rohr- 


1 E. Kupelwieser und O. Réssler, diese Zeitschr. 186, 38, 1923; E. Reiss, 
Schweiz. Med. Wochenschr. 29, III, Nr. 13, 1923; P. Rostock, Miinch. med. 
Wochenschr. 8. 1311, Jahrg. 1924. 

2 P. Rostock, Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 39, 385, 1924; 42, 123, 1924. 

3 F. Pregl und M. Decrinis, Fermentforschung 2, 58, 1917; M. Decrinis, 
ebendaselbst 2, 103, 1919. 
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zuckers optimalen py-Zahl (3,5 bis 4,5) einen Zusatz von primarem 
Kaliumphosphat. Sonach wies die Versuchslésung folgende Zusammen- 
setzung auf: 


32°% ige Rohrzuckerlésung ....... . 50ccem 
normale Kaliumphosphatlésung ...... 10 ,, 
I 8k. a hg oa oc) Hs Hw sh Hoy Be 


mit destilliertem Wasser auf 100 ccm aufgefiillt. 


Die Lésungen werden zuerst auf die gewahlte Versuchstemperatur 
gebracht und dann rasch zusammengeschiittet, wobei dieser Zeitpunkt 
mit der Uhr festgestellt wird. Hierauf taucht man das Refraktometer 
ein und liest nach 2 Minuten den ersten Wert ab. Der urspriingliche 
Brechungsindex kann aus den spateren Werten durch Extrapolation 
erhalten werden. 


Bei der polarimetrischen Methode werden nach bestimmten Zeiten 
Proben entnommen und in Sodalésung flieBen gelassen. um einerseits 
die Mutarotation der entstehenden Glucose rasch zu beenden und 
andererseits die weitere Enzymwirkung durch einen Uberschu8 an 
Hydroxylionen zu sistieren. Bei dieser Arbeitsweise erhalt man mehrere 
Ablesungen, deren graphische Auswertung die Reaktionskurve liefert. 


Bei der refraktometrischen Bestimmung der Saccharasewirkung 
fallt der Sodazusatz weg, da mehrere Versuche erwiesen haben, dai 
sogar 20°ige Glucoselésungen noch immer gleiche Brechungsindizes 
zeigen, unbeschadet, ob sie frisch hergestellt wurden oder schon einige 
Tage alt waren. Im Gegensatz dazu stehen allerdings die Untersuchungen 
von F. Stolle, der eine deutliche Anderung des Brechungsvermégens 
beim Ubergang der héherdrehenden Modifikation der Glucose in die 
niedrigerdrehende beobachten konnte. Dieser Unterschied wird um so 
gréBer, je héher die verwendete Konzentration der Lésung ist. Die 
Arbeit von Stolle war im Original leider nicht zu erhalten. Jedenfalls 
handelt es sich bei diesen Beobachtungen um héhere Zuckerkonzentra- 
tionen. Da bei der Spaltung der 16 °,igen Rohrzuckerlésung im Héchst- 
fall nur 8 °,, Glucose auftreten kénnen, kann der Fehler der Mutarotation 
unberiicksichtigt bleiben. Dieser Umstand vereinfacht die Methodik 
der refraktometrischen Messung wesentlich. Diese Methode gestattet, 
nicht nur einige Punkte aus dem Reaktionsverlauf zu messen, sondern 
diesen selbst mit dem Auge sozusagen zu verfolgen. Man hat nur auf 
die Konstanz der Temperatur wahrend der Reaktionszeit zu achten. 
Die Temperatur mu8 auf 0,1° genau eingehalten werden. Mit der Tem- 
periereinrichtung der Firma Zeiss ist dies nicht schwer zu erreichen. 


1 F. Stolle, Zeitschr. der Ver. 2, 335, 344, 1901; zitiert nach R. Tollens, 
Kurzes Handb. d. Kohlehydrate, III. Aufl., Il. Teil, 8S. 174, 1914. 
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In Abb. 1 ist das Bild einer nach obigen Angaben gewonnenen 
Reaktionskurve wiedergegeben. Die Ordinate trigt die Anderung des 
Brechungsindexes in Refraktometergraden wahrend der Spaltung, 
die Abszisse die dazu gehérige Zeit. Die Kurve hat mit jener auf 
polarimetrischem Wege erhaltenen groSe Ahnlichkeit. Hier wie dort 
ist der Reaktionsverlauf in seinem Beginn linear. Mit fortschreitender 
Reaktion werden die in gleichen Zeiten erhaltenen Anderungen des 
Lichtbrechungsvermégens immer kleiner, bis sich die Reaktion asym- 
ptotisch dem Endpunkt nahert. Wie aus der Kurve ersichtlich ist, 
schwanken die Werte gegen Ende der Reaktion um einen Mittelwert, 
der durch die extrapolierte Kurve dargestellt wird. Diese Erscheinung 
kehrt bei allen refraktometrisch gemessenen Kurven wieder. Es fallt 
daher schwer, den wahren Endwert festzustellen. Im vorliegenden 
Beispiel erhalt man nach 160 Minuten den Wert 2,84. Nach 24 Stunden 
ist der erreichte Endwert jedoch meist etwas hoéher. 


; | 
| 


20 0 60 80 100 720 10 160 





Abb. 1. 
Reaktionsverlauf der Rohrzuckerspaltung bei 15,5° nach refraktometrischer Bestimmung. 


Tabelle I. 


Hefeautolysat. Temperatur 15°. Zuckerkonzentration 16°). 
10cem n KH,PO,/100. 





Enzymlisung in cem pro 100: 2 4 & 


: ee ; as yee 3.28 2.94 3.46 8,05 2,96 3,40 
Endwert in Skalenteilen 3,21 2,96 3°37 3:05 3.35 9.92 2.99 
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Tabelle II. 


Eluat aus Tonerde. Temperatur 15°. Zuckerkonzentration 16%. 
10cem n KH,PO,/100. 





Enzymlisung in ecm pro 100: 4 8 


Endwert in Skalenteilen | 3,35 2,72 3,27 2,86 3,24 3,20 3,29 3.45 3,05 3,30 


In Tabelle I und II ist eine Anzahl solcher Endwerte aus ver- 
schiedenen Messungen zusammengestellt. Tabelle I gibt die Werte 
von Hefeautolysaten, Tabelle II die von Eluaten wieder. Wie man 
aus diesen Zusammenstellungen sieht, sind die erhaltenen Schwan- 
kungen unabhangig von der Enzymart und Fermentkonzentration. 
Als durchschnittlichen Endwert erhalt man aus beiden Tabellen 
3.2 Refraktometerteilstriche. Dies entspricht einer Anderung des 
Brechungsindexes von 115 Einheiten der fiinften Dezimale. 

Bei héheren Enzymkonzentrationen andert sich das in Abb. 1 
als Beispiel gebrachte Kurvenbild. Das lineare Kurvenstiick ist langer 
und dementsprechend der Ubergang zum flachen Kurventeil unver- 
mittelter. Es hat den Anschein, als hatten die reaktionshemmenden 
Stoffe zur Behinderung der Reaktion zu wenig Zeit. 


Tabelle III 
(zu Abb. 1). 





Brechungs- 


—. —, a-—z loga—z log | = = log | Ss = —k 

2 0,11 2,73 0,436 0,017 0,0085 

6 0,33 2,51 0,399 0,954 0,0990 
20 1,25 1,59 0.292 0,251 0.0125 
40 2,07 0,77 0,886-! 0,567 0,0138 
60 2,40 0,44 0,644-1! 0,899 0.0135 
80 2,60 0,24 0,380-! 1,073 0,0132 
100 2,68 0,16 0.29471 1,250 0,0125 
120 2,73 0,10 0,000-! 1,453 0,0121 
140 2,76 0,08 0,904- 1,549 0,0110 
160 2,80 0,04 0,602-2 1,851 0.9115 


Mittelwert k: 0,01177 


Enzympraparat: Hefeautolysat; a= Gesamtaénderung in Skalen- 
teilen 2,84. 


Aus der Tabelle III wurde die Reaktionskonstante zu ermitteln 
versucht, wobei die letzten Werte wegen der auftretenden Schwan- 
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kungen extrapoliert wurden. Man sieht auch aus dieser Tabelle, daB 
der refraktometrisch gemessene Reaktionsverlauf nur angendhert 
logarithmisch ist. 


Tabelle IV. 





t kt Bik *. pear ee Abweichung 
2 0,0235 0,4295 2,68 2,37 + 0,05 
6 0,0706 0,3824 2,41 2,51 + 0,10 
20 0,2354 0.2176 1,65 1,59 — 0,06 
40 0,4708 0,9822-1 0,96 0,77 — 0,19 
60 0,706 0,7468-1 0,56 0,44 — 0,12 
80 0,941 051147? | 0,32 0,24 — 0,08 
100 1,177 0,276- | 0,19 0,16 — 0,08 
120 1,422 0,031-! 0,11 0,10 — 0,01 

140 1,650 0,803-2 | 0,064 0,08 + 0,016 

160 1,884 0,569-2 | 0,087 0,04 + 0,008 


Die Tabelle IV enthalt die errechneten Abweichungen von der 
logarithmischen Kurve. 


Bestimmung des Zeitwertes mit dem Zeissschen Eintauch- 
refraktometer. ; 


Um die refraktometrisch gemessene Wirksamkeit auf Saccharase- 
einheiten umrechnen zu kénnen, ist es notwendig, jene Anderung des 
Brechungsindexes zu kennen, die der Spaltung der 16°, igen Rohr- 
zuckerlésung bis zur 0-Drehung entspricht. Die dazu erforderliche 
Zeit, auf 0.05 g Enzympraparat in 25cem Zuckerlésung berechnet, 
ergibt gemaB der Definition den Zeitwert, sofern die iibrigen Neben- 
bedingungen, wie optimale pg (5cem n/2 KH,PO,) und die Tem- 
peratur (15,5° (©), eingehalten worden sind. Zu diesem Zwecke war 
eine gréBere Reihe von Parallelversuchen mit dem Polarimeter einer- 
seits und dem Refraktometer andererseits nétig, wobei als Versuchs- 
lésung je 100 ccm der eingangs mitgeteilten Lésung verwendet wurde. 
Die Temperatur betrug bei diesen Versuchen durchweg 15,5°. Die 
Experimente wurden so ausgefiihrt, da in bestimmten Zeitabstanden 
je 20 cem der Enzymrohrzuckerlésung nach Aufhebung der Mutarotation 
und Enzymwirkung durch 5ccm Soda im Lippichschen Kontrast- 
polarimeter gemessen wurden. Aus den erhaltenen Punkten lieB sich 
die Zeit bis zur 0-Drehung leicht graphisch feststellen. Parallel dazu 
wurde in 20 cem Probe derselben Lisung die Anderung des Brechungs- 
vermégens bestimmt. 


Biochemische Zeitschrift Band 217. 99 
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Tabelle V. 


Enzympraparat: Tonerdeeluat. Rohrzuckerkonzentration 16%. 
Temperatur 15,5°. 





Enzymmenge 
: . - x . . . 
in cem pro 100 8 8 8 16 16 16 


Polarimetrisch | 
gemessene 104’ | 104’ | 104’ | 104’ | 104’ 52’ 52’ 52’ 
0-Drehungszeit 


Brechungsindex- | 
anderung in Skalen- 1,89 | 2,09 | 2,14 | 2,06 | 211 | 218 | 2,388) 2,22 
teilen 


Tabelle VI. 


Enzympraparat: Autolysat. Rohrzuckerkonzentration 16%. 
Temperatur 15,5°. 





Enzymmenge 9 
in cem pro 100 


t 
te 
Nw 
w 
- 
- 
- 
- 
- 
= 
x 
xz 
zx 


Polarimetrisch i 
gemessene (|) 96’ 96’ 96’ 96’ | 50’ 50’ 50’ 50'| 50’ | 50’ | 50’ | 25’ | 25’ | 25’ 
0-Drehungszeit 


Brechungs- | 
indexanderung ||}2,16 2,05 2,09 2,12'2,13/2,28 2,24 2,19/2,04 2,09 2.17 1,95 1,98 2,00 
in Skalenteilen 


Die Tabelle V gibt die erhaltenen Werte fiir etwas gereinigte 
Enzymlésungen (Tonerdeeluate), die Tabelle VI die Werte fiir noch 
wenig reine Hefeautolysate bei verschiedenen Konzentrationen 
wieder. Die Werte sind nicht unbedeutenden Schwankungen unter- 
worfen, worauf schon friiher hingewiesen worden ist. Sie sind unab- 
hangig von der Konzentration des Enzyms und seines Reinheitsgrades. 
Im Durchschnitt entspricht der 0-Drehung im Polarimeter_ eine 
Anderung des Brechungsvermégens von 2,0 bis 2,1 Skalenteilen des 
Refraktometers. 


Einflu8 der Enzymkonzentration auf die Reaktionsgeschwindigkeit bei der 
refraktometrischen Messung. 


Abb. 2 zeigt die Abhangigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit von 
der Enzymkonzentration aus einer Anzahl refraktometrischer Messungen, 
welche von M. Miler im Institut vorgenommen worden sind. Als 
Enzympraparat wurde ein Hefeautolysat verwendet, dessen Aktivitat 
auf Trockenhefe berechnet worden ist. Auf die Ordinate des Schau- 
bildes ist die Menge des Enzyms, auf die Abszisse die Zeit, welche zur 
Anderung des Brechungsindexes um zwei Skalenteile notwendig war, 
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aufgetragen. Die so erhaltenen Punkte liegen mit guter Ubereinstimmung 
auf einer Kurve, mit Ausnahme jener Werte, die fiir hohe Enzym- 
konzentrationen ermittelt wurden. Das Bild dieser Kurve sieht der aus 








2 
7 
7 2 3 & 5 & 7 
Abb. 2. 
5’ Reaktionsgeschwindigkeit und Enzymkonzentration. 
polarimetrischen Messungen erhaltenen sehr ahnlich. Hier wie dort 
00 ist die Reaktionsgeschwindigkeit nur innerhalb weiter Grenzen pro- 
portional. 
te 
ch Einflu8 der Temperatur auf die Reaktionsgeschwindigkeit bei der 
al refraktometrischen Messung. 
r- Die Temperaturerhéhung hat naturgemaB eine Beschleunigung 
b- der Reaktionsgeschwindigkeit zur Folge. In den Tabellen VII, VIII 
Dg. und IX sind die Ergebnisse dieser Versuchsreihe enthalten. 
ne 
les Tabelle VII. 
Zeit Temperatur 
in Minuten os ae a 350 ‘ 356 Pm 
ler 
5 0,23 0,28 0,48 0,73 
10 0.54 0,60 0,96 1,46 
on 15 0,77 1,00 1.46 1,77 
n, 20 1,02 1,25 2,01 2,43 
25 1,27 1,68 2,16 — 
8 “ 
Al 30 1,42 1,72 . 
at 40 1,80 2,94 — 
a“ 50 2.07 2,29 — 
ur Brechungsindexinderung in Skalenteilen I 
ar, Enzympraparat: Hefeautolysat 4ccm/100. 10ccem/100 n KH,PO,. 
29* 
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Zieht man aus Tabelle VII die Zeit, die zu einer Anderung des 
Brechungsindexes um 2,1] Skalenteilstriche erforderlich war, heraus, 
so erhalt man folgende Werte: 


50 Minuten bei 15°C 


42 9% o ac 
23 o» oo. were 
17 be » 45°C 


Die Temperaturerhéhung um 10° bewirkt nur im Bereich von 
25 bis 35° eine Verdoppelung der Reaktionsgeschwindigkeit, wahrend 
zwischen 15 und 25° bzw. 35 bis 45° der EinfluB derselben gering ist. 


Tabelle VIII. 














Zeit Temperatur Zeit Temperatur 
in Minuten ae oem in Minuten wens" can & we 
15° 25 0 15° 25 0 
5 0,21 0,21 50 1,20 1,77 
10 0,34 0,41 60 1,37 2,05 
15 0,42 0.57 70 1,63 2,29 
20 0,59 0,73 8) 1,78 a 
25 0,66 0,92 100 1,97 — 
30 L v7 1,03 110 2,09 _ 
40 1,02 1,45 


Brechungsindexinderung in Skalenteilen 


Enzympraparat: Tonerdeeluat 8 cem/100. n KH,PO, 10 cem/100. 


Noch geringer wing der Unterschied in der Umsetzungszeit zwischen 
15 und 25° dann, wenn die Enzymkonzentration verdoppelt und dem- 
entsprechend die Dauer der Spaitung herabgesetzt wird. So bekommt 
man aus Tabelle VIII: 
30 Minuten bei 15°C 
28 9 » 2c 


Der Einflu8 der Temperatur in diesem Bereich erhéht sich aber, 
wenn die Enzymkonzentration erniedrigt wird, wie aus den Versuchen 
der Tabelle IX erhellt. 














Tabelle IX. 
Zeit “Temaperatur noah zelt Temperatur 
in Minuten | 150 35 0 in Minuten 150 35 0 
ee | 
5 | 0,50 0,56 20 1,61 1,81 
10 0,71 1,10 25 1,86 2,00 
15 1,43 1,50 30 2,07 2,20 


Brechungsindexiinderung in Skalenteilen 


Enzympraparat: Hefeautolysat 8 ccm/100. n KH,PO, 10 ccm/100. 
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In diesem Falle wurde ein weniger wirksames Tonerdeeluat ange- 

wendet. Die Zeit fiir eine Anderung um 2,1 Skalenteilstriche betragt hier : 
110 Minuten bei 15°C 
62 9 » 25°C 


Einflu8 der Rohrzuckerkonzentration auf die Anderung des Brechungs- 
indexes wiahrend der Spaltung. 

Sowohl die GréBe als auch die Anfangsgeschwindigkeit der Anderung 
des Brechungsindexes sind von der gewahlten Rohrzuckerkonzentration 
abhangig. Es wurden mehrere Versuche mit demselben Enzympranarat 
und mit wechselnder Rohrzuckerkonzentration ausgefiihrt. Die 
Tabelle X enthalt die erzielten Resultate. 


Tabelle X. 
Temperatur 15,5°. Enzympraparat: Hefeautolysat; 4 ccm/100. 





Brechungsindex in Skalenteilen 
Rohrzucker- EY ae Ts > ; 
| konzentration 


1 1,28 23,48 23,76 0,28 23,83 0,35 
2 1,92 25,99 26,28 0,29 26.40 0,41 
3 2,56 28,44 28,74 0,30 28,90 0,46 
4 3,84 33,02 33,50 0,48 33,83 0,81 
5 5,12 37,68 38,20 0,52 38,85 1,17 
6 8,96 52,64 53,15 0,51 54,58 1,43 
7 16,90 79,82 80,46 0,64 82,92 3,10 


Der erreichte Endwert der Anderung des Brechungsvermégens 
steigt mit der Rohrzuckerkonzentration an. Ebenso erhéht sich die 
Anfangsgeschwindigkeit mit steigender Menge von geléstem Zucker. 
Es steht dies im Einklang mit den Untersuchungen von L. Michaelis’, 
der aus diesen Anfangsgeschwindigkeiten der verschiedenen Zucker- 
konzentrationen durch bestimmte Annahmen einerseits die Disso- 
ziationskonstante der Saccharose-Enzymverbindung und andererseits 
die Affinitét des Enzyms zum Rohrzucker (den reziproken Wert der 
Dissoziationskonstante) berechnet hat. 

Die aus den Werten der Tabelle X nach dem Vorbild der ob- 
genannten Untersuchungen ermittelte Dissoziationskonstante ist aller- 
dings bedeutend gréBer, niamlich k,, = 0,0562 (bei Michaelis 
k,, = 0,0167). Dementsprechend ist die Affinitatskonstante kleiner, 
also ky = 18 (bei Michaelis ky = 60). Dieser Wert liegt unter den 
fiir die Hefesaccharase verschiedener Herkunft erhaltenen Zahlen, die 
zwischen? ky = 25 und ky = 65 gefunden worden sind. 

1 L. Michaelis und M. L. Menten, diese Zeitschr. 49, 336 bis 349, 1913. 


2 H. Euler, Chemie der Enzyme, II. Aufl., I. Teil, 8. 151. Miinchen, 
Verlag von J. F. Bergmann, 1925. 
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Die niedrigen Zuckerkonzentrationen eignen sich ganz besonders 
fiir die laboratoriumsmaBige Bestimmung von Saccharasepraparaten, 
weil bei geniigend groBen Enzymkonzentrationen der Endwert der 
Spaltung in kirzester Zeit erreicht wird und diese Zeit ein fiir Vergleichs- 
messungen geeignetes Ma darstellt. Man arbeitet am besten mit 
einer 6- bis 10 °,igen Rohrzuckerlésung. 


Einflu8 der Spaltungsprodukte des Rohrzuckers auf die Reaktions- 
geschwindigkeit der Saccharase nach refraktometrischen Messungen. 


Der hemmende EinfluB der Spaltprodukte des Rohrzuckers auf 
den Reaktionsverlauf ist zuerst von Michaelis! eingehend studiert 
worden. Es gelang ihm, diesen EinfluB durch die Affinitét des Ferments 
zur Fructose und Glucose zahlenmaSig zu erfassen. Nachstehende 
Untersuchungen hatten den Zweck, diese Verhaltnisse refraktometrisch 
festzustellen und die Affinitaét des Enzyms zu den beiden Komponenten 
der Saccharose zu bestimmen. Die Versuche ergaben eindeutig, dab 
die beiden Spaltprodukte einen hemmenden EinfluB auf die Reaktion 
austiben. Dabei hangt die GréBe dieser Hemmung im Falle der Glucose 
vom Alter der Versuchslésung ab. Auf die Bedeutung des Alters der 
Dextroselésung haben R. Willstdtter und R. Kuhn® hingewiesen und 
gezeigt, daB sich die frisch geléste Glucose (a-Glucose) anders verhalt 
als die gealterte Glucose (i-Glucose). Das Verhalten des Enzyms 
diesen beiden Modifikationen der Glucose gegeniiber wechselt nach 
der Heferasse*, aus der das Enzympraparat gewonnen wurde. Im 
vorliegenden Falle tibt, die «Glucose einen weitaus stirkeren Einflu8 
auf die Geschwindigkeit der Spaltung aus als die -Glucose. Aus den 
refraktometrischen Messungen kann ersehen werden, dah diese 
starke Beeintrachtigung der Geschwindigkeit von der Reinheit 
des Enzympraparats abhingt. Ein Tonerdeeluat (Tabelle XI) wird 


Tabelle XI. 








Saccharose + Glucose Saccharose 
_ Zeit > Brech ind -~ 
in Minuten  ceaerone te on. Konzentration | pt ome gg Konzentration 
2 0,08 Saccharose: 0,10 Saccharose: 
6 0,10 0117n 0,39 0,117n 
10 0,28 Dextrose: 0,50 
15 0,38 0,222 n 0,66 
20 0,53 0,74 


Knzympraparat : Tonerdeciust $ =r: 100. G.myperatur 15.F°. Dextrose 
frisch gelést. 
1 L. Michaelis und M. L. Menten, diese Zeitschr. 49, 349, 1913. 


2 R. Wilistdtter und R. Kuhn, Zeitschr. f. physiol. Chem. 127, 234, 1923. 
3 R. Kuhn und H. Miinch, ebendaselbst 150, 220, 1925; 168, 1, 1926/27. 
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ein noch wenig gereinigtes Hefeautolysat 


(Tabellen XII u. XIII). 


Tabelle XII. 





Zeit 
in Minuten 


2 
6 
10 
15 
20 


Brechungsindex- 
| inderung in Skt. 


0.03 
0,07 
0,17 
0,32 
0,42 


Saccharose + Glucose 








Saccharose: 
0,117 n 


Dextrose: 
0,222 n 


Konzentration 


0,09 
0,27 
0,44 
0,52 
0,63 


Saccharose 


Brechungsindex- 
ainderung in Skt. 


Konzentration 


Saccharose: 


0,117 n 


Enzympraparat : Hefeautolysat 4 ccm/100. Temperatur 15,5°., Dextrose 
frisch gelést. 10cem n KH,PO,/100. 


Tabelle XIII. 





Minuten 


Saccharose + Glucose 
Zeit in ET NE ae OSS ERE Ee ae 


Brechungsindex- 


Konzentration 


ainderung in Skt. 

2 0,08 Saccharose: 
6 0,23 0,117 n 
10 0,36 Dextrose: 
15 0.45 0,222 n 
20 0,57 . 


Brechungsindex- 
anderung in Skt. 


0,08 
0,24 
0,40 
0,53 
0,63 


Saccharose 


Konzentration 


Saccharose : 


0,117 n 


Enzympraparat : Hefeautolysat 4 cem/100. Temperatur 15,5°. Dextrose- 


lésung 7 Tage alt. 


10cem n KH,PO,/100. 


Tabelle XIV. 





Saccharose + Fructose 





Zeit in tes 
Minuten Brechungsindex- | ,. , 
ainderung in Skt. | Konzentration 
2 0,06 Saccharose: 
6 0.19 0,117 n 
10 0,32 Fructose: 
15 0,39 0,223 n 
20 0,46 


Brechungsindex- 
anderung in Skt. 


0,08 
0,24 
0,40 
0,53 
0,63 


Saccharose 


Konzentration 


Saccharose: 
0,117 n 


Enzympraparat: Hefeautolysat 4 ccm/100. Temperatur 15,5°. 10 cem 


a KA,PO,/W5, 


Sucht man nach dem Vorbilde der Untersuchungen von Michaelis 


graphisch die Tangenten der in den Tabellen XI, XII, XIII und XIV 
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mit und ohne Glucose bzw. Fructose erhaltenen Reaktionskurven und 
bildet das Verhaltnis 
tang Saccharose 


tang Glucose bzw. Fructose 


so erhalt man folgende Werte: 


aus Tabelle XI (frische Glucoselésung, Tonerdeeluat) . . . . . 2,70 
” oo ae Oy mm Hefeautolysat) . . . . . 2,09 
oi »  &IV (Fructoselésung, Hefeautolysat). ..... . . 1,28 
- » XIII (alte Glucoselésung, Hefeautolysat) ..... . Ill 


Mit diesen Zahlen bekommt man nach der Berechnungsweise von 
Michaelis fir k,, = Dissoziationskonstante der Zuckerenzymverbindung 
und fiir ky = Affinitatskonstante des Enzyms zur betreffenden Zucker- 
art folgende Resultate: 





Aus Tabelle km ky 
XI 0,0424 23.6 
XII 0,660 15 
XIV 0,2570 3,9 
XI 0,2880 3.5 
X (Saccharose) 0.0562 | 18 


Aus diesen Ergebnissen geht hervor, dab die zu den Versuchen 
verwendete Hefesaccharase die gréBte Affinitat zur a-Glucose zeigt, 
die bei jeder Rohrzuckerspaltung zuerst entsteht. Bei reineren Enzym- 
lésungen ist diese Affinitat héher als bei unreinen. Die Affinitat zur 
Glucose und zur Fructose ist annahernd gleich. 


Zusammenfassung. 


Die Versuche mit dem Zesssschen Eintauchrefraktometer haben 
gezeigt, daB es méglich ist, die Wirksamkeit der verschiedenen Saccha- 
rasepraparate refraktometrisch zu bestimmen. Die dabei erhaltenen 
Reaktionskurven sind tatsachlich soleche der Saccharase, da viele 
Eigentiimlichkeiten der Saccharasekinetik auf diesem Wege wieder- 
gefunden werden konnten. Man wird in Zukunft nicht ohne Vorteil 
das Refraktometer zur Entscheidung bestimmter kinetischer Fragen 
zu Rate ziehen. Denn beide Methoden, die polarimetrische und die 
refraktometrische, gestatten sicherlich, einen tieferen Einblick in das 
Wesen der Enzymwirkung zu tun. Die refraktometrische Messung 
steht allerdings der polarimetrischen an Genauigkeit etwas nach. 
Der Grund liegt darin, daB sich bei dieser Methode gerade die GriBe 
und die chemischen Bindungsverhaltnisse der Molekiile starker be- 
merkbar machen. Die Reinheit des benutzten Enzympriparats ist 
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Zeiss sches Eintauchrefraktometer zur Messung der Saccharasewirkung. 





nicht ohne Wirkung auf den Reaktionsverlauf. Besonders gegen Ende 
der Spaltung tritt der Einflu8 der mit dem Enzym _vergesell- 
schafteten Stoffe starker hervor. Fehlen diese, so ist die Hemmung 
der Reaktionsgeschwindigkeit durch die entstehende a-Glucose starker. 
Dazu kommt noch der Umstand, daB die erhaltene Anderung des 
Brechungsvermégens sich nur tiber wenige Skalenteile erstreckt: 
Deshalb ist man gezwungen, auch noch mit 1/19. Skalenteilen zu 


arbeiten, welche nur schatzungsweise ermittelt werden kénnen. Diesen 
Nachteilen stehen jedoch viele Vorteile gegeniiber, welche die Methode 
besonders fiir die Enzymreinigungsarbeit geeignet machen. Es gelingt 
damit ohne weiteres, auch etwas getriibte und starker gefarbte Enzym- 
lésungen auf ihre Wirksamkeit hin zu untersuchen. Dadurch eriibrigt 
sich das zeitraubende Filtrieren und Zentrifugieren der im Arbeitsgang 
erhaltenen Lisungen. In kiirzester Zeit kénnen ganze Serien von 
Proben durchgemessen werden. Durch das Wegfallen des Sodazusatzes 
kann hier ohne Unterbrechung der Reaktionsverlauf gleichsam mit 
dem Auge verfolgt werden. Das lastige Einfiillen der Beobachtungs- 
rohren, das Adaptieren des Auges fiir Helligkeitsunterschiede und das 
Arbeiten mit einfarbigem Licht fallt hier weg. Durch Aufsetzen eines 
Hilfsprismas auf das Prisma des Zeissschen Eintauchrefraktometers 
gelingt es leicht, auch die kleinsten Mengen von Enzym einigermafen 
genau zu bestimmen. Aus allen angefiihrten Griinden erscheint es 
berechtigt, die Refraktometermethode fiir die Saccharasebestimmung 
als brauchbar und wertvoll zu bezeichnen. 











Uber die Polaritét der Molekiile, die Grenzflichenaktivitat 
und die Theorien der Narkose. 


Von 


N. W. Lazarew, J. N. Lawrow und A. P. Matwejew. 


(Aus dem biophysikalischen und dem physikalisch-chemischen Laboratorium 
des Instituts fiir Arbeitshygiene und Unfallverhiitung, Leningrad.) 


(Eingegangen am 25. November 1929.) 


Mit 5 Abbildungen im Text. 


Die Aufgabe vorliegender Arbeit besteht in der experimentellen 
Untersuchung der Aktivitaét der Molekiile verschiedener Narkotica an 
der Grenze zweier nicht mischbarer Fliissigkeiten; gerade diese Grenz- 
flache wurde aus dem Grunde zur Untersuchung bestimmt, weil in 
bezug auf die Wirkung der Narkotica auf die Grenzflachenspannung 
an der Grenze fliissig : fliissig es nur wenige spirliche Daten gibt [siehe 
Bubanovit (2), Lorant (13), Unger (18), Knaffl-Lenz (11)], wahrend der 
gréBere Teil von Arbeiten sich auf die biologisch viel weniger interessante 
Grenze Wasser: Luft, bezieht. Die Untersuchung der Oberflachen- 
aktivitét an der Grenze fliissig: fest, die in biologischer Hinsicht im 
Gegenteil von groBem Interesse ist, leidet durch das Fehlen ihrer 
Messungsmethoden [vgl. Freundlich (5), 8. 207ff.]. 

Ferner wurde der Versuch gemacht, auf Grund der erhaltenen 
Daten und der Theorie der Oberflachenaktivitat von Harkins-Langmuir 
folgende Fragen klarzustellen: a) in welchem Grade die Veranderungen 
der Grenzflichenaktivitaét der nicht mischbaren Fliissigkeiten als MaB 
der Wirkungsstirke der Narkotica gelten kénnen, und b) an welchen 
Grenzflichen man in vivo eine Adsorption der Narkotica erwarten kann. 


I. Unsere eigenen Versuche. 


Nach dem Verfahren der Tropfendruckbestimmung von Cantor 
in der von Rehbinder (15) vorgeschlagenen Modifikation wurde die 
Grenzflichenspannung bestimmt, und zwar an den Grenzflachen 
a) Wasser: Benzol und b) Wasser : Olivenél, und ihre Veranderungen 
bei Vorhandensein von Narkotica (und einigen anderen Stoffen). Die 
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Methodik unterschied sich in ihren Hauptziigen in nichts von der von 
Rehbinder beschriebenen (15). 


Alle narkotischen Stoffe kénnen, abhangig von der Struktur der 
sie bildenden Molekiile, in zwei Gruppen geteilt werden. Die erste 
Gruppe bilden Stoffe mit Molekiilen, die zum ,,nonpolaren“’ Typus 
gehoren, d. h. Molekiile von symmetrischem Bau und mit einem geringen 
dipolen Moment. Hierzu gehéren die gesiattigten Kohlenwasserstoffe 
und ihre Chlorderivate. Zur zweiten Gruppe gehéren alle iibrigen 
Narkotica, die aus Molekiilen vom Typus ,,polar—nonpolar“ gebildet 
werden, d. h. aus der aktiven Gruppe (,,Kopf‘‘—,,head“ der amerikani- 
schen Verfasser) und der indifferenten Kette, dem Kohlenwasserstoff- 
radikal (,,Schwanz‘‘—,,tail“) bestehen. Zu dieser Gruppe gehéren 
Alkohole, Ather und Ester, Ketone, Amide der Sauren usw. Als Ver- 
treter dieser Gruppe dienen in unseren Versuchen die gesattigten 
einwertigen Alkohole der Fettreihe (wie auch Ather sulfuricus). 

Streng genommen, miiBten die Chlorderivate der Kohlenwasserstoffe 
zur zweiten Gruppe gerechnet werden. Doch ist die Aktivitat ihrer polaren 
Gruppe (Cl) sehr gering, so daB diese Stoffe ihren Eigenschaften nach 
immerhin néher zu den typischen Kérpern mit ,,nonpolaren‘’ Molekiilen 
stehen als zu den charakteristischen Vertretern der ,,polar—nonpolaren “‘ 
Gruppe. Diese ganze Klassifikation ist natiirlich eine bedingte, da, ab- 
hangig von der Aktivitét der polaren Gruppe und der Lange der Kohlen- 
wasserstoffkette, die Molekiile verschiedener organischer Verbindungen in 
ununterbrochener Reihe angeordnet sein kénnen, in der nur die éuBersten 
Glieder typische Molekiile von ,,homopolarem‘ oder 4,heteropolarem‘‘ 
Typus, oder vom Typus ,,polar—nonpolar“ sind. 

In Tabelle I sind die Resultate der Versuche zusammengefaBt, 
deren Ziel darin bestand, die Veranderung des off an der Grenze 
Wasser: Benzol und Wasser: Olivenél unter der Einwirkung ver- 
schiedener Narkotica zu bestimmen. Zur gréBeren Anschaulichkeit 
werden die erhaltenen Daten auf Abb. 1 und 2 graphisch dargestellt, 
wobei lings der Linie der Abszissen verschiedene Stoffe angeordnet 
sind, langs der Linie der Ordinaten die GréBe off in Dyn/cm. 

Aus den Daten der Tabelle I kann man leicht ersehen, da unter 11 
von uns untersuchten Narkotica nur zwei — Cyklohexen und Athyl- 
ather — eine deutliche Wirkung auf die Grenzflachenspannung an den 
Grenzflachen zweier nicht mischbarer Flissigkeiten ausiiben. Diese 
zwei Stoffe gehéren — zum Unterschied von den iibrigen — zu den- 
jenigen Stoffen, deren Molekiile vom Typus ,,polar—nonpolar“ sind. 
Die Dissymmetrie des Molekiils wird in dem einen Falle durch das Vor- 
handensein einer doppelten Bindung (Cyklohexen), in dem anderen 
von Sauerstoff (Athylither) hervorgerufen. Da8 gerade die Molekiile 
vom Typus ,,polar—nonpolar“ (entsprechend der Theorie von Harkins- 
Langmuir) sich an den untersuchten Grenzflichen als aktiv erweisen, 
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Tabelle I. 
Verschiedene Narkotica. 
ma off (Dyn/em) bei 20° 
3 o — | An der Grenze || o An der Grenze 
2 = § Wasser: Benzol | 2 — Wasser: Oliven- 
Benennungen Formel 2 =. + untersuchter | =, = él + unter- 
3 eT ) Stoff in ©¢s:  suchter Stoff in 
“ «2 Konzentrationen| + =  Konzentrationen 
= |\sBe (in Molen) sB° (in Molen) 
<= “10.01 | 0,06] 01 ||* 0,01 | 0,05, 0,1 
Cyklohexan . Cg Hye 84,1 33,0 33,1 33,1 33,0)) 21,8 21,8 21,8 21,7 
Cyklohexen . Cg Ho $2 33,0 33,0 32,6 32,2)| — —|i— 
n-Hexan C.Hy, 86,1 33,0 33.1 33,0 33,1 _ —|—)| — 
n-Heptan . C7 Hyg 100.1 33,0 33,1 32,9/33.0 21.8 21,8 21,8 21,8 
n-Oktan Cg Hy. 114.1 33,0 33,0 32,8/32,9 —- _ — 
Chloroform . CHCl, 119.4) 33,0 33,1 33,0/383,1) 21,8 21,8 21,8) 21,7 
Tetrachlor- 
kohlenstoff cc 153.8 33,0 33,1 32,9 32,9 — — - 
Athylen- 
chlorid . CH,CI—CH,Cl) 93,9 33,0 | 33,0)33,1 33,1, — _ 
Trichlor- 
athan CHCl,—C H, Cl) 134,4 33,0 | 338,2/33,2 33,1 — —j-|i- 
Tetrachlor- | 
athan . |CHClL—CHCI,| 167,8 33,0 | 33.1) 33,2 33,0, — - —|— 
Athylather . (Cg Hs).0 74,1 88,0 || 32,9\ 32,7 32,2) 21,8 | 21,7/21,3 21,2 
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Die Verindernngen off an der Grenze Wasser: Benzol unter Einwirkung einiger Narkotica. 
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Die Verinderungen off an der Grenze Wasser : Olivenél unter Einwirkung einiger Narkotica. 
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zeigen noch deutlicher die angegebenen Versuche mit einwertigen ge- 
sittigten Alkoholen der Fettreihe und einbasischen gesittigten Fett- 


siuren (vgl. Tabellen IT und III, Abb. 3, 4 und 5). 


Tabelle II. 


Einwertige gesattigte Alkohole der Fettreihe?. 


Polaritét der Molekiile, Grenzflachenaktivitat usw. 457 








off (Dyn/em) bei 





: 2 || An der Grenze | o 
2. = || Wasser:Benzol | 3 _ 
Benennungen Formel EI = 55 || + untersuchter | 25% 
— cea Alkohol in cee: 
= & = ¢ | Konzentrationen || 5.5 = 
S = sg (in Molen) = S 
= Oe Bitcedipinciiengite 5 
< +11 0.01! 0.05! 01 |< 
Athylalkohol C,H, OH 46 33,0 32,9) 32,8 |32,0 21,8 


C,H; OH 60 | 33.0 32,4/81,8/31,0 21.8 


Propylalkohél 
C,H, OH 74 | 33,0  32,3)30,1/27,5 21,8 


Butylalkohol . 











Hexylalkohol . CgH,;0H 102.1 33,0 32,2 293264 - 
Oktylalkohol . CgH,;OH 130.1 33,0 32,1 29,2 26,4 21,8 
rs 0,07 Mo/. 
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Abb. 3. 


Veriinderungen off an der Grenze Wasser: Benzol bei Vorhandensein gesiittigter einwertiger 


Alkohole der Fettreihe. 
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Veriinderungen off an der Grenze Wasser: Olivenél bei Vorhandensein gesittigter einwertiger 


Alkohole der Fettreihe. 


1 Alle Alkohole normaler Struktur. 





20° 


An der Grenze 
Wasser: Olivenél 
+ untersuchter 
Alkohol in 
Konzentrationen 
(in Molen) 


0,01 | 0,05 O71 


21,8 21,6) 21,4 
21,8 21,5) 21,2 
21,7 21,5) 21,1 
21,7 20,3 
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Tabelle III. 
Gesattigte einbasische Fettsiuren (normaler Struktur). 





off (Dyn/em) bei 20° 








Benennungen Formel a An der Grenze aS Ry od 
Wasser in Konzentrationen (in Molen) 
: rein. Benzol 
0,01 0,05 0,1 
Essigsiure . . CH,;COOH 60 33,0 32,9 32,7 31,8 
Propionsiure . © ,H,COOH 74 33,0 32,1 31,7 29,6 
Buttersiure .  C,;H,;,COOH 88 33,0 32,0 30,1 27,5 
Valeriansaure.  C,H,COOH 102 33,0 31,9 28,9 26,5 
Capronsiure . | C,H,,;COOH = 116 33,0 30,1 28,4 26,3 
Mpyristinsiure. C,3;Hg;COOH = 228,2 33,0 28,4 26,6 24.5 
Palmitinsaure. C,,Hs,;COOH 256,25 33,0 25,8 21,9 20,5 
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WSWSVSVSSRKE 








0.07 Mo/ 
0,05 Mo/. 
0,10 Mo/. 
ISSSSS;1ITIT ITs s& 
i§$8S§S 88 ee eaten t ge 
2 = ' ' > | S 
ewer Vs Ae ihe ae = 4 = 
I'SGSURG! I I 1! gl & 


Abb. 5. 
Veriinderungen off an der Grenze Wassor : Benzol bei Vorhandensein normaler, gesittigter, 
einbasischer Fettstiuren. 


Wenn wir die Daten vorliegender Tabellen II und III vergleichen 
(s. Abb. 3, 4 und 5), so finden wir: 1. daB alle von uns untersuchten 
Alkohole und Sauren die GréBe Off an den ausgewahliten Grenzflachen 
verandern; 2. daf innerhalb der Grenzen der homologen Reihe die 
Kapillaraktivitat mit Verlangerung der Kette von Kohlenstoffatomen 
zunimmt; 3. daB ein und derselbe Stoff die GréBe off an der Grenze 
Wasser : Benzol starker herabsetzt als an der Grenze Wasser : Olivendél. 


Auf diese Weise zeigten von 16 Narkotica nur sieben an der Grenze 
Wasser : Benzol und Wasser : Olivenél eine deutliche Wirkung auf die 
Grenzflachenspannung, indem sie dieselbe mehr oder weniger stark 
herabsetzten. Alle diese Narkotica enthalten die ,,aktive’ ,,polare‘ 
Gruppe. Hieraus kann man den SchluB ziehen, da8 an den untersuchten 
Grenzflachen sich nur diejenigen Narkotica als kapillaraktiv erweisen, 
die aus Molekiilen vom Typus ,,polar—nonpolar*: bestehen und imstande 
sind, sich auf dem Kraftjeld an der Grenze zweier fliissiger Phasen zu 
orientieren. Diese SchluBfolgerung bildet einen speziellen Fall von 
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allgemeinen GesetzmaBigkeiten, die von Harkins und Langmuir fest- 
gestellt worden sind. Weiter unten werden wir zeigen, warum diese 
SchluBfolgerung eine allgemeine Bedeutung hat (und nicht nur eine 
spezielle fiir zwei gegebene nicht mischbare Fliissigkeiten). In diese 
eben angefiihrte Annahme fiigen sich vollkommen die Daten, welche 
von anderen Verfassern bei der Arbeit nach anderen Versuchsverfahren 
erhalten worden sind [vgl. Bubanovie (2)]. 


* I. Beurteilung der Versuchsresultate. 


Unsere Versuche haben gezeigt, da sowohl an der Grenzfldche 
Wasser: Benzol, wie auch an der Grenze Wasser: Olivendl eine ganz 
Reihe von Narkotica mit schwach ausgepragter Polaritdt [vgl. die GréBen 
ihrer Dielektrizitaétskonstante und ihres elektrischen Moments in den 
zusammenfassenden Tabellen von Wo. Ostwald (14)] bemerkbar die 
Grenzflichenspannung nicht verdndert. Hierbei ist es interessant zu 
bemerken, daB dieselben Narkotica [besonders die gesattigten Kohlen- 
wasserstoffe, s. Fiihner (6)] auch die Oberflaichenspannung an der 
Grenze Wasser : Luft nicht verandern (bei gewéhnlichem Bestimmungs- 
verfahren). Diese Daten scheinen den grundlegenden Annahmen der 
Grenzflachenaktivitatstheorie von Harkins und Langmuir zu wider- 
sprechen. Denn Harkins stellt in einer seiner ersten Arbeiten, die der 
Entwicklung dieser Theorie gewidmet sind, folgende These auf: ,,If the 
solvent is polar, such as water, then solutes will, in general, be positively 
adsorbed in the surface, if they are less polar than water . . .“‘ [ Harkins, 
Davies and Clark (9)]. Den Mechanismus dieser positiven Adsorption 
kann man sich leicht nach folgender Uberlegung, die wir JIljin (10) 
entnehmen, vorstellen. Nehmen wir an, A sei das Lésungsmittel, B der 
geléste Stoff, 1, das elektrische Moment des Molekiils A, 1, das elektrische 
Moment des Molekiils B. Nun stellen wir uns vor, da anfanglich die 
Molekiile A und B gleichmaBig sowohl in der Tiefe der Lésung als 
auch an ihrer Oberflache verteilt sind. Die Molekiile A und B, die sich 
an der Oberflaichenschicht befinden, werden von den tiefer gelegenen 
angezogen, wobei fiir das Molekiil A diese Anziehung gleich K . tr, ist, 
fiir das Molekiil B gleich K .1,, wobei K den Koeffizienten der Pro- 
portionalitat bezeichnet. Ist 1, > 1,, so werden die Molekiile A ins 
Innere der Lésung mit gréBerer Kraft hineingezogen als die Molekiile B, 
und an der Oberflache entsteht ein Uberschu8 von Molekiilen B. Der 
Stoff B erweist sich als oberflichenaktiv, indem er sich in A auflést. 
Ist jedoch t, << t,, so bleiben an der Oberflache weniger Molekiile B, 
als im gleichen Volumen in der Tiefe der Flissigkeit! [,,Solutes more 


1 Vgl. bei Ssementschenko (16) den Versuch einer mathematischen Ent- 
wicklung dieser Gedanken auf Grund des e-Theorems von Boltzmann. 
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polar than water are negatively adsorbed”. Harkins, Davies und 
Clark (9)]. 

Der Widerspruch zwischen der Oberflacheninaktivitat z. B. einiger 
gesattigter Kohlenwasserstoffe und der Theorie Harkins-Langmuirs 
(wie auch mit dem Theorem von Gibbs) ist nur ein scheinbarer. Fiir 
die Oberflache Wasser : Luft beschrinkt sich dieser Widerspruch bloB 
auf die Untauglichkeit der gewéhnlichen, speziell der stalagmometrischen 
Verfahren zur Bestimmung der Oberflachenspannung in dem Falle, 
wenn die Wirkung schwach polarer Stoffe mit der fiir.sie charakteristi- 
schen geringen Léslichkeit in Wasser und hoher Dampfspannung 
untersucht wird. Wenn man die Verdunstung beseitigt, so setzen 
z. B. die Dampfe des Hexans bei Beriihrung mit Wasser ihre Ober- 
flachenspannung ganz bedeutend herab [Langmuir (12), 8. 536*.] 

Eine ganz andere Bedeutung hat die Tatsache, da dieselben 
Narkotica die Grenzflachenspannung zweier nicht mischbarer Fliissig- 
keiten nicht verandern. In diesem Falle haben wir auch keinen Wider- 
spruch mit dem Theorem von Gibbs, da hierbei wahrscheinlich keine 
Bildung einer Adsorptionsschicht an der Grenzflache vor sich geht, 
worauf schon Freundlich hingewiesen hat (5, 8.121). Auch zu der 
Theorie Harkins-Langmuirs steht dieses nicht im Widerspruch, im 
Gegenteil kann das Fehlen der Adsorptionsschicht aus dieser Theorie 
hergeleitet werden. Nehmen wir als A und B zwei nicht mischbare 
Fliissigkeiten an, als C den gelésten Stoff; die elektrischen Momente 
der Molekiile dieser drei Stoffe bezeichnen wir entsprechend 1,, T, 
und t,. Betrachten wir nun zwei Fille. 1. t, > 1, > 1, (der geléste 
Stoff ist weniger polar als beide unvermischten Fliissigkeiten. Beispiel: 
zwei nicht mischbare Fliissigkeiten Wasser und Olivenél; der geléste 
Stoff Hexan). Wie bereits oben gesagt, werden die Molekiile des 
Stoffes C an die Grenzflache herausgedringt (da K.t, > K .t,). 
Doch werden die Molekiile B, die sich an der Grenzflache befinden, 
starker von den Molekiilen einer mehr polaren Phase (A) angezogen, 
als die Molekiile C (da K .t1,< K.t,). Daher werden die Molekiile C 
sich an der Oberflachenschicht in einer schwacheren Konzentration 
befinden als in der Tiefe der Fliissigkeit B, mit anderen Worten, werden 
sie von der Oberflache in die Tiefe B gedriingt (negative Adsorption). 
2. t, > T; > T, (der geléste Stoff steht seiner Polaritét nach zwischen 
beiden nicht mischbaren Flissigkeiten. Beispiel: die beiden nicht 
mischbaren Fliissigkeiten Wasser und Benzol; der geliste Stoff 
Athylalkohol). In diesem Falle fihrt dieselbe einfache Uberlegung 
zu dem Schlusse, daB die Molekiile C sich an der Oberflache 
anhaufen miissen. 


* Vgl. Kordn, Rec. trav. chim. 44, 466 bis 475, 1925. 
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In unseren Versuchen mit Alkoholen (vgl. Tabelle II und Abb. 3 
und 4) lenkt noch ein besonderer Umstand die Aufmerksamkeit auf 
sich: alle Alkohole setzen die Oberflachenspannung bedeutend starker 
an der Grenze Wasser: Benzol als an der Grenze Wasser : Olivendl 
herab. Diese Tatsache ist auch von anderen Verfassern beobachtet 
worden und kann dadurch erklirt werden, daB im ersten Falle die 
Kraft, welche die Molekiile an der Grenzfliche festhalt (und orientiert), 
, restraining force“, gréBer ist als im zweiten, infolge eines bedeutenderen 
Fallens der Intensitaét des Kraftfeldes, siehe z. B. Harkins (8), 8. 191 
bis 193). Rehbinder (15) konnte auf Grund spezieller Versuche folgenden 
allgemeinen Grundsatz formulieren, daB die Aktivitat eines beliebigen 
Stoffes an verschiedenen Grenzflichen um so starker ist, je gréBer 
der Unterschied in der Polaritaét der sich beriihrenden Fliissigkeiten ist. 

Wenn wir jetzt zur Bewertung der Bedeutung der von uns er- 
haltenen Daten fiir die physikalisch-chemischen Theorien der Narkose 
tibergehen, so mu8 man vor allem unterstreichen, dab die Theorie, 
welche die Kraft der narkotischen Wirkung mit der Oberflichen- 
aktivitaét verbindet [vgl. T’rawbe (14)], in keinem Falle als eine Er- 
klarung des Mechanismus der Narkose gelten kann. In der Tat muB8 
die physikalisch-chemische Erklarung der Narkose augenscheinlich 
von den besonderen Eigenschaften der Narkotica ausgehen, oder zum 
wenigsten von den Eigenschaften, die bei den Narkotica quantitativ 
stirker ausgepragt sind als bei Stoffen, die sich im Organismus durch 
den Proze8 des Metabolismus bilden. Dieser richtige Gedanke bietet 
gerade eine bis jetzt noch wertvolle Grundlage der Narkosetheorie 
von Overton-Meyer (wenn auch diese ‘Theorie als Ganzes jetzt nicht 
mehr angenommien werden kann). Der hohe Koeffizient der Verteilung 
zwischen den Lipoiden und Wasser ist gerade charakteristisch fiir die 
Narkotica, wihrend die Produkte des Stoffwechsels im Organismus in 
den meisten Fallen sich durch Verwandtschaft mit Wasser und leichter 
Léslichkeit in demselben auszeichnen. Dieses kann dadurch erklart 
werden, daB sich im Organismus gewéhnlich keine Stoffe von homo- 
polarem Typus bilden; sogar wenn solche von aufen eingefiihrte Stoffe 
Verainderungen im Organismus erleiden, so geschieht dies im Sinne 
einer VergréBerung des dipolen Moments und folglich auch der Léslich- 
keit in Wasser [z. B. bei Oxydation des Benzols zu Phenol, Dioxy- 
benzolen und Mukonsaure — siehe Ellinger (3) — oder des Cyklohexans 
zu Cyklohexanon — siehe Filippi (4)]. Im Gegenteil ist, wie unsere 
Versuche zeigen, die Aktivitdt an der Grenzfldche zweier sich nicht ver- 
mischender Fliissigkeiten fiir die Narkotica wenig charakteristisch, da 
ein Teil der Narkotica (mit homopolaren Molekiilen) bemerkbar die 
Grenzflachenspannung an diesen Grenzflichen nicht verandert; der 
andere Teil dagegen (mit Molekiilen vom Typus_,,polar—nonpolar‘‘) 
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auch bei deutlich ausgepsrochener Aktivitat in dieser Beziehung die 
normalen Produkte des Stoffwechsels, z. B. Fettséuren und Seifen, 
nicht tbertrifft. 

Wenn wir die Aktivitat der Narkotica an den Grenzflachen nur 
als Ma der narkotischen Starke ansehen und hierbei nicht in Betracht 
ziehen, daB diese Aktivitét an und fiir sich den Mechanismus der 
Narkose erklart, so fiihren unsere Versuche auch von diesem Stand- 
punkt aus zu einem negativen Resultat, da an der Beriihrungsflache 
nicht mischbarer Fliissigkeiten viele Narkotica sich tiberhaupt als 
inaktiv erweisen. 

Dagegen kénnte man anfiihren, da die Grenzflichen Wasser 
:Benzol und Wasser: Olivenél einfach ein vungliicklich gewahltes 
Modell vorstellen und daB an der Grenzflache anderer nicht mischbarer 
Fliissigkeiten diese Narkotica sich doch als aktiv erweisen kénnen. 
Doch ist dieses schwer zu erwarten. Die einzigen fliissigen Phasen im 
Organismus sind die Wasser- und die Fettlipoidphase. Da die zweite 
Phase in vivo eine mehr oder weniger bedeutende Anzahl von Stoffen 
mit stark ,,aktiver’‘ Gruppe (Fettsdiuren, Seifen, Lipoide usw.) enthalt, 
so kann man (vorausgesetzt, daB die Theorie Harkins und Langmuirs 
richtig ist) annehmen, daB der Unterschied in der Polaritat beider 
Phasen und die Grenzflichenspannung an ihrer Grenze gering sind, 
so daB sogar die Narkotica vom Typus ,,polar—nonpolar* sich an 
dieser Grenze meistens als wenig aktiv erweisen kénnen (vgl. das oben 
Gesagte iiber die Verainderung der Aktivitat der Stoffe an verschiedenen 
Grenzflichen in Abhangigkeit von der Polaritaét der sich beriihrenden 
Fliissigkeiten). 

Die verschiedenen physikalisch-chemischen Theorien, die sich 
auf Gegeniiberstellung der Wirkungsstirke verschiedener Narkotica 
und ihrer Léslichkeit, der Oberflachenaktivitat, Adsorption an ver- 
schiedenen Oberflachen usw. aufbauen, kénnen leicht in eins zusammen- 
gefaBt werden [vgl. Winterstein (20), 8. 366 bis 367], da hier die Rede 
von der Veranderung eines gewissen allgemeinen Faktors ist [ Winter- 
stein (20), 8. 315], der die Verteilung der Narkotica zwischen Wasser 
und anderen ,,regions‘‘ (Ausdruck von Harkins, mit dem er sowohl die 
verschiedenen Phasen als auch ihre Grenzflichen bezeichnet) bedingt. 
Nach der modernen Theorie der intermolekularen Krafte wird dieser 
,,Koeffizient der Verteilung‘‘ verschiedener Stoffe durch drei GréBen 
bestimmt: 1. durch die Intensitat des Kraftfeldes des Molekiils, 2. durch 
den Grad der Asymmetrie dieses Feldes und 3. durch die Masse des 
Molekiils. Das unterscheidende Merkmal der Narkotica ist eben die 
schwache Intensitat der elektromagnetischen Kraftfelder ihrer Molekiile 
infolge eines schwachen elektrischen Moments, wodurch auch der 
leichte Ubergang dieser Molekiile aus Wasser in andere ,,regions“ zu 
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verstehen ist. In Abhangigkeit von der Wechselbeziehung des elektri- 
schen Moments, der Dissymmetrie des Kraftfeldes und der Masse der 
Molekiile der zu vergleichenden Narkotica, ist entweder die Ober- 
flachenaktivitat oder die Léslichkeit (in Wasser und Lipoiden) oder 
die Adsorption ein bequemeres Ma der narkotischen Kraft (Léslich- 
keit — besonders fiir Narkotica mit Molekiilen von homopolarem Typus ; 
Oberflachenaktivitat — fiir Narkotica mit Molekiilen vom Typus 
,,polar—nonpolar‘*). 


Die Feststellung der Tatsache, da die Molekiile der Narkotica in 
groBer Zahl aus Wasser in andere ,,regions‘* tibergehen, erklart noch nicht 
den Mechanismus der Narkose. Aus verschiedenen ,,regions*‘ in der Zelle, 
in denen die Anhéufung der Narkotica von Bedeutung fiir den Mechanismus 
der narkotischen Wirkung sein kann, lassen unsere Versuche die Grenz- 
fliche Wasser (bzw. wiasserige Lésung)—fettlipoide Phase ausschlieBen, 
da viele Narkotica sich an dieser Oberflaiche itiberhaupt nicht konzentrieren. 
In erster Linie mu’ man hier entweder an die Oberflache der Eiweibmicellen 
und der durch sie gebildeten Strukturen, oder an die fettlipoide Phase 
denken. Unsere Versuche geben kein Material zur Lésung dieser Frage, in 
welcher dieser ,,regions‘‘ die Anhéufung der Narkotica Veréinderungen 
hervorruft, die das funktionelle Bild der Narkose erklaren. Warburg (19) 
lenkt in seiner Theorie die Aufmerksamkeit auf die erste Méglichkeit, 
indem er die Narkose gleichsam als eine Blockade durch chemisch inerte 
Narkotica derjenigen Oberflachen erklart, an denen die wichtigsten intra- 
cellularen chemischen Reaktionen vor sich gehen. Auf die zweite Méglich- 
keit ist von Beutner (1) hingewiesen worden, der von den durch Anhaufung 
der Narkotica in der fettlipoiden Phase hervorgerufenen Verdnderungen 
der Verteilung (und der Dissoziation) der Elektrolyten zwischen dieser und 
der Wasserphase und von den dadurch entstehenden Veranderungen der 
»,Phasenpotentiale’’ ausgeht. Beide Thevrien brauchen nicht unbedingt 
einander gegeniibergestelli zu werden, da das Bild der Narkose aus ver- 
schiedenen voneinander unabhangigen Prozessen summiert werden kann. 
Doch st68t diese zweite Theorie bei Erklirung der Narkose ,,lipoidfreier 
Mechanismen‘‘ auf Schwierigkeiten [siehe Wéinterstein (20), Kritik der 
Theorie von Overton-Meyer], wihrend die Theorie Warburgs eine allgemeinere 
Bedeutung hat. 


Zusammenfassung. 


Nach dem Verfahren der Tropfendruckbestimmung Cantors in 
der Modifikation von Rehbinder untersuchten wir die Verainderungen 
der Grenzflachenspannung an der Grenze Wasser: Benzol und Wasser 
: Olivenél unter der Wirkung verschiedener Narkotica (und einiger 
anderer Stoffe). Auf Grund der erhaltenen Daten wurden folgende 
Schliisse gezogen: 

1. Narkotica mit Molekiilen von homopolarem Typus verandern 
bemerkbar die Grenzflachenspannung an den untersuchten Grenz- 
flachen nicht. Dieses ist aller Wahrscheinlichkeit nach dadurch zu 
erklaren, daB sich aus Molekiilen solcher Narkotica keine Adsorptions- 
schicht an den gegebenen Grenzflachen bildet. 
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2. An denselben Grenzflichen setzen die Molekiile der Narkotica 
vom Typus ,,polar—nonpolar“ die Grenzflachenspannung bedeutend 
herab. 

3. Die Veranderungen der Grenzflichenspannung durch die 
Narkotica kénnen den Mechanismus der Narkose nicht erklaren, wie 
sie auch nicht als Ma der narkotischen Starke versthiedener Stoffe 
dienen kénnen. j 

Zum SchluB wurde der Versuch gemacht, die Narkotica und ihre 
physikalisch-chemischen Ejigenschaften vom Standpunkt der Lehre 
von den molekularen Dipolen zu charakterisieren. 
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Uber die Wirkung des Thymusdriisenextrakts 
auf die Hefezellen (S. cerevisiae). 


Von 


M. Heller und G. Feschtsechenko. 


(Aus dem physiologischen Institut der Staatsuniversitét zu Minsk, 
WeiBruBland.) 


(Eingegangen am 26. November 1929.) 


Die Wirkung von Thymusdriisenextrakt auf S. cerevisiae be- 
urteilten wir: 


1. nach der Schnelligkeit der CO,-Bildung des letzteren beim 
Garen, 


2. nach dessen Gewichtszuwachs, 
3. nach seiner Morphologie. ‘ 


Wir benutzten Wasser- und Glycerinextrakte, Tinkturen und 
trockenes Pulver der Thymusdriisen von Kalbern im Alter von 2 bis 
3 Wochen. 


Die Wasser- und Glycerinextrakte wurden aus frischen Thymusdriisen 
hergestellt, indem man steril 50 g frischer Thymusdriise mit 50 ccm destil- 
lierten Wassers (eventuell Glycerin) an einem kiihlen Orte 24 Stunden 
aufbewahrte und danach filtrierte. Die Extrakte wurden in GefiBen mit 
eingeschliffenen Stopfen aufbewahrt. Das trockene Pulver der Thymusdriise 
wurde bereitet, indem die in kleine Stiickchen zerschnittene Driise auf einem 
Drahtnetz bei 50 bis 60°C getrocknet und dann zerrieben wurde. Die Tink- 
turen wurden aus dem Driisenpulver hergestellt. Auf 50g dieses Pulvers 
wurden 250 ccm einer 10%igen Zuckerlésung bei 30°C aufgegossen und 
nach einer Stunde filtriert. 


1. Die C 0,-Bildung. 


Wie bekannt, ist die’ Summe der Fermentationsprozesse bei der 
anaeroben Hefegirung proportional dem Quantum des bei der Garung 
ausgeschiedenen CO,. Also kann man daraus tiber die Intensitat der 
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physiologischen Prozesse in den Zellen urteilen. Um diese Intensitat 
festzustellen, wurde eine Serie von Versuchen angestellt, deren Resultate 
aus Tabelle I ersichtlich sind. 


a) Wirkung der Thymusextrakte. 

















Tabelle I. 
PE pig ye 5,0 Hefe + 250 cem 
10°/oig. Zuckerlisung | 10°/oig. Zuckerlésung 
Nr, der | +10cem Aqua dest. + 10 cem Glycerin 
Versuchs- Datum I} | Temperatur 
serien I CO>- co C0.- co 
| Bildung a Bildung ~ ? J 
1928 || eem 9% | ecm 0/9 } °C 
—————S—S = 
1 13. XII. | 142.0 100 A 91,0; 64 4,2 15 
2 17.XII. | 170.0 100 10,1 | 169,0 99 10,1 21 
3 19. XII. | 175.0 100 | 88 170,0| 97 8,5 28 
5,0 Hefe + 250 cem 5,0 Hefe + 250 cem 
10 °/,ig. Zuckerlésung 10°/oig. Zuckerlésung 
+ 10 cem Glycerin- + 10cem Wasser- 
Nr. der extrakt extrakt 
Versuchs- Datum Temperatur 
serien C0.- CO. | co 
Bildung ae a (Bildung ; J 
1928 ecm 5 | ecm ecm °C 
= ——— = | = 
1 13. XII. 123.5 87 | 61 169,0 113 8,0 15 
2 17. XII. 256,0} 151 | 15,4 | 353°0 151 | 15,4 | 21 
3 19. XII. 305,0 | 174 15,3 || 258,0 | 145 | 12,6 | 28 


,J* bedeutet die Garungsintensitaét, welche von uns nach der 
Formel J = v/T7' .m berechnet wird, wo v gleich ist der Quantitat des 
CO, in Kubikzentimetern, 7 die Garungszeit in Stunden bezeichnet, 
und m das Gewicht der Hefe in Grammen. ,,/*“ fiihrten wir ein, 
um eine allgemeine MaSeinheit fiir die Garungsintensitat zu haben, 
mit deren Hilfe wir die Garungsprozesse in allen Versuchen vergleichen 
kénnten. : 


Den oben angefiihrten Resultaten entnehmen wir, daB sich bei 
einer Temperatur von 15° die Garungsintensitat unter der Einwirkung 
der Extrakte fast nicht verandert, daB sie aber zugleich mit einem 
Steigen der Temperatur bedeutend wachst. Besonders deutlich sieht 
man dies beim Glycerinextrakt; so gibt in der Serie 1 bei ¢ = 15°C 
der Glycerinextrakt im Vergleich zum Kontrollversuch eine Garungs- 
intensitat — 87°, wahrend wir in der Serie 3 bei ¢ = 28°C 177% 
sehen. 
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Auf Grund dieser Versuche miissen wir konstatieren, daB8, obwohl 
Glycerin fiir sich die Gairung hemmt, die Driisenextrakte aber, be- 
sonders die Glycerinextrakte, die Garungsintensitat verstarken, wobei 
sich ihr Temperaturoptimum 30° C nahert. 


b) Wirkung des Thymuspulvers. 
Tabelle II. 





5,0 Hefe + 250 ecm 
10°/oig. Zuckerlisg. 
+ 5,0 gekochtes 


Kontrollversuch 5,0 Hefe + 250 ccm 
5,0 Hefe + 250 cem = 10°/oig. Zuckerlisg. 
10°/9ig. Zuckerlisg. | + 5,0 Thymuspulver 


Thymuspulver Temperatur 
Datum nn =——_—.— — —— 
© Oo- CO>- CO, 
Bil- | CO, Bil- | CO, Bil- | CO, 
duug dung J dung J 
1928 ecm 99 ecm Fo ecm 9/6 oC 
—= : i 
28. XII. 59 100 7,9 | 405 | 686 54 263 | 446 | 35 27 


Die angefiihrten Resultate der Versuchsserien zeigen, daf das 
Thymuspulver die Garung in gréBerem MaBe verstarkt als die Thymus- 
extrakte (686 bis 145°, vgl. Tabellen I und IJ). 

Es ist hervorzuheben, daB das Kochen des Pulvers seine stimu- 
lierende Wirkung bedeutend beeintrachtigt (686 und 446°, siehe 
Tabelle JI). ‘ 

Gleichzeitig entsteht die Frage, ob nicht im Driisenpulver Stoffe 
enthalten sind, die selbst girungsfihig sind und so die CO,-Bildung 
steigern. Um diese Frage zu beantworten, unternahmen wir folgende 
Versuchsserie (siehe Tabelle LI). 


Tabelle III'. 














| a b e | d 
|| Kontrollversuch 5,0 Hefe + 250 ccm 250 cem 10 °/oig. 5,0 Hefe + 250eem 5 
|| 5,0 Hefe + 250 cem .10°/gig. Zuckerlisg. Zuckerliésung destill. Wasser = 
= 10 °/9ig. Zuckerlisg. | + 5,0 Tipaecpeives + 5,0 Thymuspulver) +5,0Thymuspulv. §& 
Z| CO: | CO2- C02- COs- = 
Bil- | CO, | Bil- | CO, Bil- | CO, Bil- | CO, & 
dung J dung J dung J dung J 
c 


1929 eem 9 cem o}> ecm 9/9 ecm 9/9 ° 
= =. — = ] = = == — = 
26b. 


2.1), 58,0 100 | 7,7 |416,0) 717 | 55,7), 0 0 0 0 0,0 380 


1 Tabelle III beantwortet auch eine zweite Frage verneinend, ob im 
Pulver Mikroorganismen oder irgendwelche andere Fermente enthalten sind, 
die eine Gasentwicklung hervorrufen und durch ihr Vorhandensein einen 
Irrtum verursachen kénnten. 
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Also verneint Tabelle III vollkommen die erste sowie auch die 
zweite Annahme, d.h. das trockene Thymuspulver enthalt keine 
garungsfahigen Stoffe und verursacht keine selbstandige Bildung 
irgendwelcher Gase. Das erste schlieBen wir auf Grund des Versuchs ,,d‘‘, 
Tabelle II, wo wir Hefe und Pulver haben und keinen Zucker, das 
zweite auf Grund des Versuchs ,,c‘‘, Tabelle III, wo wir Zucker und 
Pulver ohne Hefe haben. In dem vierten, wie im dritten Versuch hat 
sich wahrend einer Priifungszeit von 3 Stunden kein einziges Gas- 
blaschen ausgeschieden, wahrend der Versuch ,,b‘‘ mit Zucker, Hefe 
und Driisenpulver 416 ccm ergab, d.h. im Vergleich zum Kontroll- 
versuch 717%. 


c) Wirkung der Thymustinktur. 


Um festzustellen, ob das Driisenpulver nicht vielleicht als mecha- 
nische Teilchen bei der Hefegarung mithilft, worauf Kostytschew (1924) 
eben in bezug auf Holzkohlen und L. Rosenow (1925) in bezug auf 
Quecksilbersulfid hingewiesen haben, wurde folgende Versuchsserie 
angestellt. 








Tabelle IV. 
Kontrollversuch 5,0 Hefe + 250 cem 5,0 Hefe + 250 com 
5,0 Hefe + 250 ecm Thymustinktur Zuckerlisung + 5,0 
10 °/yig. Zuckerlésung (5: 250)+ 25,0 Zucker Thymuspulver 
Datum . ——_——— Temperatur 
CO>- . CO>- ; CO.- ; 
Bildung CO, | y Bildung) ©92 J |\Bildung C02 J 
1929 ecm 5 eem 9/9 cem Fp oC 
3. I. 50 10) | 7,5 || 265 510 | 38,2) 260 520 | 39 27 


Diese Serie von Versuchen zeigt, daB der Versuch mit der Tinktur, 
in der keine harten Driisenteilchen vorhanden sind, eine fast ebensolche 
Garungssteigerung gibt wie der Versuch mit trockenem Pulver. Folglich 
hangt die Garungsintensitaét nicht von der physikalischen Beschaffen- 
heit der Garungsmasse ab, sondern vom chemischen Bestand derselben. 


Da der Garungsmassenbestand bei den verschiedenen Versuchen 
verschieden war und infolgedessen sich ebenfalls das Ausgangs-pq 
unterschied, entsteht die Frage, ob nicht der Garungsintensitats- 
unterschied in den Versuchen mit den Driisenpriparaten und in den 
Kontrollversuchen vom Unterschied der Ausgangs-pg abhangt. 


Um diese Frage zu beantworten, stellten wir eine Serie von Ver- 
suchen an mit durch K- und Na Phosphate erzeugtem gleichen 
Ausgangs-pa = 7,3 und pa = 6,7. 


Die Resultate dieser Versuche sind aus der unten angefiihrten 
Tabelle ersichtlich (siehe Tabelle V). 
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Tabelle V. 
Kontrollversuch 5,0 Hefe+ 250ceem 5,0 Hefe + 250 cem 
5,0 Hefe + 250 cem 10 °/9ig. Zucker- 10°/,ig. Zucker- 
Nr. der 10°) ig. Zucker- lésung + 5,0 rohen lésung + 5,0 
Ver- : 2, lisung Thymus Thymuspulver Tempe- 
suchs- Datum Px -rs a —y . - sour 
serien 10g- |, CO,- |, CO,- |, 
Bildung] ‘ Oz y || Bildung CO, J Bildung “92 | 7 
1929 com | %/o ecm % ecm % oC 
1 3.1. 7,3 | 60 100/36 224 273, 134,4, 295 | 492/177) 29 
2 6.1. 6,7 68 100 33,6 255 374 1224 260 384/124) 30 


Aus obigem schlieBen wir, daB das Ausgangs-py auf die aktivierende 
Thymuswirkung fast keinen Einflu8 ausiibt. Die aktivierende Wirkung 
der Thymusdriise geht unabhangig von derjenigen der Phosphate vor 
sich. Umgekehrt, diese zwei Aktivatoren summieren ihren Einflu8 auf 
den GirungsprozeB und verstirken seine Intensitaét im Verhiltnis zu 
den Kontrollproben um 25mal, wir beobachten hier eine additive 
Wirkung derselben. 

Wir nahmen auch bei denselben Kalbern, von denen wir die Driisen 
genommen hatten, Muskelgewebe, fertigten daraus, auf dieselbe Weise 
wie von den Driisen, Priparate und stellten mit denselben eine Serie 
von Versuchen an, deren Resultate wir anfiihren (siehe Tabelle VI). 


Tabelle VI. 





> 


Kontrollversuch 5,0 Hefe + 250 cem 5,0 Hefe + 250 ecm 
Nr. der 5,0 Hefe + 250 ecm Thymustinktur Fleischtinktur 
~ Foe 10°/oig. Zuckerlisung + 25,0 Zucker + 29,0 Zucker Tempe 
sachs- | D4" TOT 1 Icon] Teo. ——— ‘sates 
serien Bildung ©%2 Jy Bildung ©92 ) Bildung C02 J 
1929 cem %o cem %o ecm %9 °C 


1 6. I. 72 100 15,4) 342 475 73,3 244 839 523 2! 
2 9. I. 79 100 | 15,8) 402 509 80.4 303 383 60.6 26 


Diese Versuche zeigen, daB sich die Girungsintensitét unter dem 
Einflu8 des Fleischpulvers durchschnittlich um 361°, verstirkt, 
wahrend sie bei einem Driisenpraparat bis 492°), steigt (die vorigen 
Versuche in Betracht gezogen bis 577°). 


2. Gewichtszuwachs. 


Die Resultate der oben beschriebenen Versuche betrachtend, 
finden wir, das die Thymuspraparate in allen von uns gepriiften Formen 
die Garungsintensitat bedeutend steigern. Auf wessen Kosten geschieht 
denn diese Steigerung? Geschieht sie auf Kosten eines Wachsens der 
Hefezellenzahl oder erleidet eine jede Zelle, einzeln genommen, irgend- 
welche Veranderungen ? 
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Um diese Frage zu beantworten, wurden Versuche in bezug 
auf den Gewichtszuwachs der Hefe angestellt. 


In zwei Kolben wurden je 50 cem auf 15 %iger Zuckerlésung bereiteter, 
filtrierter Driisen- und Fleischtinktur eingegossen, in den dritten ebensoviel 
reine 15%ige Zuckerlésung. Nachdem in jeden derselben 2g genau 
abgewogener Hefe von gleicher Feuchtigkeit zugegeben worden waren, wurden 
sie in einen Thermostaten gestellt. Vor Beendigung des Gaérungsprozesses 
wurde darauf der Inhalt aller drei Kolben filtriert und mit destilliertem 
Wasser durchgewaschen. Alle Filter wurden aus demselben Papier her- 
gestellt und vorher ausgeglichen, wobei das eine Filter als Kontrollfilter 
funktionierte. Die Filter wurden zusammen mit dem Satz bei einer Tem- 
peratur von 90 bis 95°C im Thermostaten bis zum konstanten Gewicht 
getrocknet, darauf genau gewogen und von den erhaltenen Resultaten das 
Gewicht des ebenfalls bis zum konstanten Gewicht getrockneten Kontroll- 
filters abgezogen. Der erhaltene Gewichtsunterschied ergab das Gewicht 
des trockenen Stoffes der Hefe nach der Gérung. Der trockene Stoff wurde 
auf die Ausgangsfeuchtigkeit der normalen Hefe gebracht, indem sein 
Gewicht mit dem Feuchtigkeitskoeffizienten K multipliziert wurde. K wurde 
nach der Formel K = M/m berechnet, wo M gleich dem Gewicht normaler 
Hefe und m gleich dem Gewicht des trockenen Stoffes einer ebensolchen 
Hefenmenge ist. 


Es wurden folgende Resultate erhalten (siehe Tabelle VII). 


Tabelle VII. 














| Urspriing- | Gewicht nach der Girung 
| liches Ge- = 
|  Wwicht mit Thymustinktur mit Fleischtinktur | Kontrollversuch 
Nr. der Dauer || “ep 1 
* lBseiss| SE | %o iso) FE | Mies) FE | %o 
§ |gagis”| s¢ 5" | 8 EB” | && 
1 |lishoo’ 2,0 |o,52/ 0,921 35 150 0,86) 33 140/610) 2,3 | 100 
2 | 8 40) 2,0 | 0,52/0,98) 3,8 (128/989) 34 117/0,76) 2,9 | 100 
8 |18 00) 2,0 | 052/089) 34 139/083) 32 131/063) 24 100 
4 | 600) 2.0 |0,57/ 1,05) 38 | 117/ 1,02) 3,6 | 113/0,90) 3,1 100 
8,0 | | 14,5 | 13,5 | 10,7 | 
Summe i9gy%| | | 181% 168 % | 134 , | 100 


Ahnliche Resultate erhielten wir bei der Methode des Zentri- 
fugierens (siehe Tabelle VIII). 


Tabelle VIII. 





Nach der Garung 

Dauer Urspriingliches Gewicht | T - - 
der Girung der genommenen Hefe | mit 15°%/9ig. Zucker- | mit Thymustinktur 

lésung + 15 /gig. Zuckerlésung 








17 Std. 2,0 100% 288 | 117% | 81 | 155% 
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Wirkung des Thymusdriisenextrakts auf die Hefezellen. 471 


Folglich haben wir einen Hefenzuwachs wie in den Versuchen mit 
Fleischtinktur, so auch in den Versuchen mit Driisentinktur. Wenn 
wir das urspriingliche Hefenquantum als 100°,ig annehmen, geben die 
Kontroll-, die Fleisch- und endlich die Thymusversuche durchschnittlich 
134, 168 und 181 °. 


Doch, wie wir aus den Tabellen VII und VIII sehen, zeigen auch 
die Kontrollversuche einen Zuwachs des trockenen Hefestoffs, waihrend 
in der Garungsmasse keine Stickstoffverbindungen vorhanden waren. 
Auf Kosten welcher Stoffe geschieht also dieser Zuwachs? Diese Frage 
beantwortete die Analyse nach Kjeldahl in bezug auf den Stickstoff- 
gehalt. Die Resultate sind ziemlich bezeichnend: 


1. Die frische, unter der Presse genommene Hefe enthalt 9,38 °%, 
Stickstoff, was 58,6 °, Eiwei8 entspricht. 


2. Dieselbe Hefe enthalt nach Garung mit Thymustinktur 9,45 % 
Stickstoff, was 59°, EiweiB entspricht. 


3. Dieselbe Hefe hat nach einer 6 Stunden dauernden Garung in 
auf destilliertem Wasser bereiteter Zuckerlésung 6,44°, Stickstoff, 
d.h. 73,9°, EiweiB. Also wachst das Trockenstoffquantum in den 
Kontrollversuchen nicht auf Kosten des EiweiBes, sondern auf Kosten 
der Kohlehydrate. 


3. Morphologische Anderungen. 


Um die Frage zu lésen, was fiir Verinderunger die Hefezellen unter 
dem Einflu8 der Thymusdriisenpriparate erleiden, erforschten wir sie 
mikroskopisch vor und nach der Einwirkung der Driise. Unter dem Einflu8 
der Thymusdriise beginnen die Hefezellen intensiver zu knospen und an 
GréBe zuzunehmen. Besonders deutlich tritt dieses Moment nach einer 
dauernden Einwirkung der Driise auf die Zellen hervor. 


Weiter zeigten die cytologischen Untersuchungen der im Garungs- 
stadium fixierten und nach Heidenhain gefairbten Hefezellen, daB nach 
der Thymuswirkung sich im Zellenplasma die Zahl der Chromidialkérner 
vergréBert, was auf verstairkte Fermentationsprozesse hinweist. 


Zusammenfassung. 
1. Die Thymuspraparate verstairken die Garung der S. cerevisiae. 
2. Der Thymusglycerinextrakt beschleunigt die Garung energischer 
als der Wasserextrakt. 


3. Das trockene Thymuspulver und die Tinktur aus demselben 
wirkt energischer als der Extrakt der rohen Driise. 


4. Nach dem Kochen ist die aktivierende Wirkung der Thymus- 
driise geringer. 
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5. Die Aktivierung durch Thymusdiiise hangt nicht von einer 
Wirkung der Phosphate ab. 

6. Die aktivierende Wirkung der Thymusdriise ist starker als eine 
soleche der Muskeln desselben Tieres. 

7. Die Praparate des gleichen Thymus verstarken die Garung und 
die Vermehrung der 8. cerevisiae durch Knospung und stimulieren das 
Wachstum einer jeden Zelle einzeln genommen. 

8. Fiir sich vergirt die Thymusdriise Saccharose nicht. 

9. Wenn die S. cerevisiae in stickstoffloser Umgebung giren, 
nehmen sie anfangs an Gewicht zu, wobei diese Zunahme auf Kosten 
der Kohlehydrate vor sich geht, der Prozentgehalt an Eiweif} wird 
jedoch geringer. 
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Zur Ligninbestimmung. 


Von 


Hans Pringsheim. 


(Eingegangen am 29. November 1929.) 

In einer vor kurzem in dieser Zeitschrift erschienenen Mitteilung 
,Beitrage zur Ligninbestimmung mit Séurehydrolyse’ hat - L. Palo- 
heimo! speziell meine Anwendung von tiberkonzentrierter Salzsiure 
fiir diesen Zweck scharf kritisiert, trotzdem doch dieses Verfahren, wie 
ein Blick in die neueste Literatur? zeigt, allmahlich zu einer Standard- 
methode geworden ist. Der Angriff richtet sich gegen eine Arbeit von 
F. W. Semmler und mir® aus dem Jahre 1919, also einer Zeit, in der die 
Ligninchemie noch ganz in den Kinderschuhen steckte. Es wurde 
darin unter anderem darauf aufmerksam gemacht, daB die Differenz, 
welche sich zwischen der Gesamtsubstanz und der Summe aus Asche, 
Rohprotein, Atherextrakt, Pentosan und Cellulose ergibt, im allgemeinen 
mit dem Ergebnis der direkten Ligninbestimmung iibereinstimmt. 
Am hiartesten wiirde mich der Vorwurf Paloheimos treffen, daB wir 
dabei neben anderen Stoffen ,,sogar die Zuckerarten und die Starke 
auBer acht gelassen“ haitten. Wir haben jedoch darauf hingewiesen, 
da man zu einem ,,gewissen Differenzwert gelangt, in welechem nun 
noch das Lignin einerseits und andererseits bisher nicht ermittelte 
Substanzen wie Hexosane, z. PB. Starke, Inulin und Zucker und 
dergleichen, oder auch Gerbstoffe, Cutine und ahnliches mehr ent- 
halten sind.‘ Ferner schrieben wir: ,,Da es sich hier meist um Natur- 
produkte handelt, denen kein groBer Gehalt an N-freien Extraktstoffen 
zukommt, so zeigt sich, daB der Gehalt an Lignin und die Differenz 
der aus der sonstigen Analyse ermittelten Werte haufig sehr nahe 
beieinander liegt.‘‘ Denselben Hinweis findet man an der zweiten von 
Paloheimo zitierten Stelle 4, wo auch mehrere Analysen genau charak- 


1 Diese Zeitschr. 214, 1>:, 1929. 

2 L.F. Hawley und L. E. Wise, The Chemistry of Wood, 8. 162. 
New York 1926; A.W. Schorger, The Chemistry of Cellulose and Wood, 
S$. 518. London 1926; HZ. Hdgglund, Holzchemie, 8.151. Leipzig 1928. 

3 Die landwirtschaftlichen Versuchsstationen 94, 87, 1919. 
* Die Polysaccharide, 2. Aufl., 1923, 8S. 93. 
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terisierter Hélzer gegeben werden, die P.loheimo nicht in seine Kopie 
aufgenommen hat. Im tbrigen stehen die nach meiner Methode aus- 
gefiihrten Ligninbestimmungen in ausgezeichneter Ubereinstimmung 
mit den nach anderen Saurehydrolyseverfahren an Holz und Stroh 
angestellten!. 

Paloheimo fihrt dann vor allem noch drei mégliche Ausstande in 
der Ligninbestimmung mit konzentrierter Salzsiure an: 1. daB im 
Falle fructosehaltiger Bestandteile eine Humifizierung einsetzt und 
sich bei der Wasserverdiinnung ausgefallte Humusstoffe dem Lignin 
beimengen. P.uloheimo bemerkt jedoch selbst, daB dieser Fall bei den 
zu untersuchenden Nahrstoffen ein sehr seltener sei; 2. daB Lignin 
selbst in Lésung geht und erst bei der Wasserverdiinnung wieder aus- 
fallt. Hierauf hat schon Hdgglund (1. c., 8. 148) hingewiesen, doch ist 
dadurch ja keine Fehlerquelle bedingt; 3. daB unhydrolysiertes Protein 
zuriickbleibt. Dies belegt Paloheimo durch Hydrolyse mit 70° iger 
Schwefelsiure, die ich gar nicht angewandt habe. Es mag aber zu- 
gegeben werden, daB das in minderem MaBe auch bei Salzsaure der 
Fall sein kann, aber in einem die Ligninbestimmung beeinflussenden 
Ma8e nur in Fallen proteinreicher Futtermittel, wie Heu, ftir die sich 
das Verfahren, und das stellen wir nun nach 10 Jahren fest, weniger 
gut eignet als fiir proteinarme und nur geringe Menge N-freier Extrakt- 
stoffe enthaltende Substanzen, wie Holz und Stroh, fiir die es von Semmler 
und mir urspriinglich angewandt wurde. 

Im iibrigen handelt es sich hier, wie bei allen derartigen Analysen- 
verfahren, um eine Konventionsmethode, die nicht kritiklos angewandt 
werden darf Sie durch eine bessere zu ersetzen, wire sehr erwiinscht. 
Dariiber findet sich aber in der Arbeit von Paloheimo kein Wort, er bleibt 
am Ende mit der Ubernahme des Begriffs ,,Ortholignin als dem auch 
nach tagelanger Einwirkung von Sauren restierenden Riickstand in 
der Nomenklaturfrage stecken, womit doch gewiB kein Fortschritt 
erreicht wird. 


1 Vgl.z. B. die Tabellen bei Hdgglund,|.c. 8.151; Hawley- Wise, |.c.S. 166. 
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Uber den Ubergang von Insulin aus dem Fétus in die Mutter. 


Von 
J. Olow. Uppsala. 


(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Universitat Lund.) 


(Eingegangen am 29. November 1929.) 
Mit 4 Abbildungen im Text. ° 


Verschiedene Forscher (Carlson, Lafon, Pitimada, Falco, Aron) 
haben experimentell nachgewiesen, daS bei einer mangelhaften in- 
kretorischen Pankreasfunktion eines trachtigen Tieres der Pankreas 
seines Fétus eingreift und durch seine Tatigkeit die Hyperglykamie ver- 
hindert oder jedenfalls vermindert, die sonst eine Folge der Pankreas- 
dysfunktion des Muttertieres sein wiirde. Die gleiche Erscheinung ist 
hinsichtlich des Menschen dadurch konstatiert, daB wenigstens in ge- 
wissen Fallen von Diabetes waihrend der Schwangerschaft eine Besse- 
rung eintritt (Whitridge Williams, Vignes). . 

Aus diesen Daten mu8 man also schlieBen, dafs der Pankreas des 
Fétus in gewissem Grade fiir die Mutter in Anspruch genommen 
werden kann. In bezug auf den naheren Verlauf hierbei herrscht indessen 
keine Klarheit; unten werde ich auf die Méglichkeiten zuriickkommen, 
mit denen man hier zu rechnen hat. 

Um einigermaBen zur Erklarung der genannten Erscheinung 
beizutragen, habe ich es in einer Reihe von Experimenten unternommen, 
den Vorrat des Fétus an Pankreasinkret zu verstaérken und zu unter- 
suchen, welchen EinfluB dies auf den Zuckerstoffwechsel des Mutter- 
tieres austiben kann. Hierbei wurde in folgender Weise vorgegangen: 

Versuchstier: Kaninchen. An einem trichtigen Tier wurde eine 
subkutane Injektion von Insulin, 2 Insulineinheiten pro Kilogramm 
Koérpergewicht, ausgefiihrt und der typische EinfluB desselben auf 
die Blutzuckerkonzentration des Tieres konstatiert. Einige Tage 
spater, nachdem die Blutzuckerkonzentration also sicher wieder normal 
geworden war, wurde das Tier einer Laparotomie unterzogen. Die 
Wand des graviden Uterus wurde iiber mehreren der im Uterus vor- 
handenen Eier inzidiert, und in jeden der Féten wurde eine geringere 
Menge Insulin injiziert, die zusammen der im vorigen Versuch sub- 
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kutan injizierten Menge entsprach. Die Schnitte in der Uteruswand 
wurden suturiert und der Bauch geschlossen. 

Darauf wurde in gleicher Weise wie im vorigen Versuch die Blut- 
zuckerkonzentration wahrend einer Zeit von 5 bis 6 Stunden bestimmt 
(Methode Hagedorn). 

Die Fragen, die ich mit dieser Versuchsanordnung zunichst zu 
beantworten beabsichtigte, waren: 

1. Verbleibt das in den Fétus injizierte Insulin in demselben oder 
geht es iiber die Placenta in das Blut der Mutter tiber ? 

Im ersteren Falle soll die Blutzuckerkonzentration der Mutter 
keine Verainderung aufweisen, im letzteren soll in der Mutter eine 
Senkung der Blutzuckerkonzentration nachgewiesen werden kénnen. — 
Und ferner: 

2. Wenn das letztere der Fall ist: Diffundiert das Insulin vom 
Fétus frei in die Mutter iiber? Dann soll der blutzuckersenkende 
Effekt des Insulins der gleiche sein wie im ersten, dem Kontrollversuch, 
wo die Injektion subkutan am Muttertiere erfolgte. Oder wirkt die 
Placenta hierbei hemmend? Hierbei soll der senkende Effekt nach 
der Injektion in die Féten weniger ausgesprochen sein als nach der 
subkutanen Injektion. 

Das Resultat dieser Untersuchung geht aus den Versuchsprotokollen 
und den Kurven hervor. 


Untersuchungsprotokoll. 
Fall 1: MiSlungener Versuch. Fall 3: Gelungener Versuch. 
Fall 2: Gelungener Versuch. Fall 4: Gelungener Versuch. 
Fall 1: Kaninchen Nr. 9. 





B. Versuch mit Insulininjektion 


A. Kontrollversuch ‘ hha - Beas 
in die Fiten*, einige Tage spiter 


Blutzucker in °/ 


Zeit Blutzucker in °/9 Zeit 

gb50’ | 0,105 16h30’ 0,125 

955 | 4Insulineinheiten subkutan 16 40 Injektion von 4 Insulin- 

10 0 0,107 einheiten in 2 Junge 

10 15 0,096 16 45 0,150 

10 30 0,077 17 15 0,146 

10 45 0,057 17 45 0,154 

11 15 0,049 18 15 0,165 

11 39 0,042 18 45 0,152 

11 45 0,037 19 45 0,167 

12 15 0,033 20 45 0,145 

12 30 Krampf, 5 cem 21 45 0,145 
5%ig.Glucoselésung subkut. 22 45 0,148 

12 35 Dasselbe 

12 45 0,044 


Krampf, 5 ecm 
12 48 5%ig.Glucoselésung subkut. 
* Unmittelbar vor dem Ende der Operation wurde festgestellt, dafi die beiden mit Insulin 
béehandelten Fiien tot waren. 
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Fall 2: Kaninchen 


Insulin in Fétus und Mutter. 


Nr. 


18. 





A. Kontrollversuch 


B. Versuch mit Insulininjektion in die Fiéten 


Zeit Blutzucker in °/, Zeit Blutzucker in ° 
17h 0’ 0,116 7h20' 0,137 
i 3s 4 Insulineinheiten subkutan 4 Insulineinheiten 
17 10 ; verteilt auf 4 Junge 
17 40 0,090 7 40 0,159 
18 10 0,056 8 10 0.107 
18 40 0,057 9 10 0,118 
19 10 0,038 9 40 0,108 
20 10 0,039 10 40 0,088 
21 10 0,025 11 40 0,077 
21 45 Krampf, Glucose 12 40 0,089 
21 59 0,042 13 40 0,078 
* Nach Abschlufi des Versuches wurde das Tier getiitet iile Jungen waren am Leben 


Fall 3: Kaninchen Nr. 19. 





A. Kontrollversuch B. 

Zeit Blutzucker in °/, 
7h55’ 0,120 

7 59 4 Insulineinheiten subkutan 
8 0 0,111 

8 30 0,073 

9 0 0.60 

9 30 0,050 
10 O 0.059 
ll O 0,056 
ll 0 0,062 
13 O 0,077 
14 0 0,080 


* Nach Abschlufi des Versuches wurde das 


Versuch mit Insulininjektion in die Fiten 


Zeit Blutzucker in °/, 
7hi0’ 0,086 
7 10 4 Insulineinheiten i. 4 Féten 
7 20 0,103 
7 50 0,105 
8 20 0,093 
8 50 * 0.082 
9 2) 0,080 
10 20 0.080 
11 20 0,084 
12 20 0,089 
13 20 0,090 
Tier getitet. Alle Jungen waren am Leben 


Fall 4: Kaninchen Nr. 20. 








A. Kontrollversneh B. 
Zeit Blutzucker in 9/9 
7h25’ 0,091 
7 30 4 Insulineinheiten subkutan 
7 30 0,089 
8 0 0,052 
8 30 0,057 
9 0 0,058 
9 30 0,057 
10 30 0,068 
11 89 0,070 
12 39 0,093 
13 39 } 0,095 


Versuch mit Insulininjektion in die Féten* 


Zeit Blutzucker in °), 
7h15' 0,120 

7 39 4 Insulineinheiten subkutan 
8 0 0,152 

8 30 0.121 

9 0 0,101 

9 30 0,095 

10 30 0,104 

11 30 0,103 

12 30 0,097 

13 30 0,089 

15 0 0.085 


* Spontaner Partus. Alle Jungen waren am Leben 
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Insulininjektion in die Féten. 





-—-— Subkutane Insulininjektion. 


Wie vorauszusehen war, boten die Untersuchungen verschiedene 
Schwierigkeiten. Die geringste Schwierigkeit bestand hierbei darin, 
die Laparotomie in einem Zeitpunkte vorzunehmen, wo sich die Graviditat 
nahe ihrem Ende befand und die Féten also hinreichend groB waren, 
um die Insulininjektionen an ihnen mit geniigender Sicherheit ausfiihren 
zu kénnen. In einigen Fallen vereitelte eine fehlerhafte Berechnung 
in dieser Hinsicht den Versuch. In ein paar Fallen miBlang der Versuch 
im Gegenteil wegen allzu schnell nach der Laparotomie erfolgendem 








(Z 
bi 


ell 
vo 


nu 
me 
wii 


sulk 














dene 
arin, 
ditat 
aren, 
ihren 
nung 
‘such 
idem 





























Insulin in Fétus und Mutter. 


Partus, der ein geniigend langes Untersuchen des Blutzuckerspiegels 
verhinderte. 

Die gréBte Schwierigkeit bildete aber die Feststellung, ob die Féten 
die Insulininjektion iiberlebten. Dies ist natiirlich eine fundamentale 
Vorbedingung: Wenn der Fétus unmittelbar nach der Injektion zu- 
grunde geht, sind damit ja die Voraussetzungen fiir einen Chergang 
auf natiirliche Weise vom Zirkulationsgebiet des Fétus iiber die Pla- 
centa in das Blut der Mutter aufgehoben. Da ich bei Innehaltung 
dieser Forderung alle Fille verwerfen mute, bei denen ich nach 
Beendigung des Versuchs, bei spontaner Geburt oder bei Sektion 
des getéteten Tieres nicht feststellen konnte, daB die Féten am Leben 
waren, so sind nicht mehr als drei fiir meine Untersuchung verwendbare 
Falle iibriggeblieben. 

Die Untersuchung hat sich durch diese zahlreichen MiBerfolge auch 
sehr in die Lange gezogen; dazwischenkommende Hindernisse anderer 
Art haben hierbei auch mitgewirkt. Der erste Versuch wurde am 
1. Juli 1926, der letzte am 1. Oktober 1928 ausgefiihrt. 

Im Verlauf meiner Arbeit wurde in Amer. Journ. of Obst. VII, 1928, 
eine Untersuchung veréffentlicht, die von Pack und Barber genau 
nach den gleichen Richtlinien wie die von mir begonnene ausgefiihrt 
worden ist. Das Ergebnis der genannten Forscher war in der Haupt- 
sache das gleiche wie das von mir bis zu diesem Zeitpunkt erhaltene. 
Obgleich also hierdurch meine Untersuchung leider etwas an Aktualitat 
eingebiiBt hatte, setzte ich dieselbe doch fort, um so mehr als meine Ver- 
suche in einem gewissen Punkte beweiskriftiger erschienen als die obiger 
Verfasser. Wie schon hervorgehoben wurde, habe ich in meinen Ver- 
suchen groBe Bedeutung auf die Feststellung gelegt, daB die mit Insulin 
behandelten Féten bis zum Abschlu8 des Experimentes am Leben 
blieben; Pack und Barber sagen in ihrer Mitteilung, daB die Versuchstiere 
(Ziegen) .,always went into premature labor sooner or later, and gave 
birth to dead feti, which had probably died from hypoglycemic shock**. 
Aber wann ? 

Auch kann gegen die Untersuchungen von Pack und Sarber 
eingewendet werden, da8 von ihnen kein Vergleich zwischen der Wirkung 
von Insulininjektionen direkt in das Versuchstier und von Injektionen 
in die Féten angestellt worden ist. 

SchlieBlich konstatieren Pack und Barber nach ihrer Untersuchung 
nur kurz, daB das Insulin vom Fétus in die Mutter tibergeht, wahrend 
meine Untersuchung, wie unten gezeigt werden soll, AnlaB zu ge- 
wissen anderen Betrachtungen gibt. 

Wie aus den Protokollen und den Kurven hervorgeht, hat die direkte 
subkutane Insulininjektion in allen Versuchen (gleichwie in zahlreichen 
31* 
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Versuchen, die hier wegen miBlungener Laparctomie nicht aufgenommen 
wurden) zu einer unmittelbaren starken Abnahme der Blutzucker- 
konzentration gefiihrt; in vielen Fallen (von den hier angefiihrten 
Fall 1 und 2) ist die Konzentration so stark gesunken, da® typische 
hypoglykamische Krampfe aufgetreten sind. 

Bei der Injektion der gleichen Dosis Insulin in den Fétus ist die 
Blutzuckerkonzentration im Blute der Mutter zu Beginn in der Regel 
gestiegen (Operationshyperglykamie!); aber darauf ist sie gleichfalls 
regelmaBig gesunken, obgleich etwas langsamer und nicht ganz so tief 
wie bei der direkten Injektion, dafiir jedoch etwas anhaltender als bei 
dieser. 

Aus ihrer Untersuchung ziehen Pack und Barber den Schlub, dab 
._Insulin durch die Placenta vom Fétus in die Mutter passiert, insofern 
man auf Grund der Schwankungen der Blutzuckerkonzentration der 
Mutter nach intrafétaler Injektion von offizinellem Insulin urteilen 
kann“. 

Meine Untersuchung ergibt, wie oben gezeigt, gleichfalls, daB eine 
Injektion von Insulin in den Fétus eine Senkung der Blutzucker- 
konzentration der Mutter zur Folge hat, und scheint demnach den 
SchluBsatz zu bestatigen, daB ein Uberschu8 von Insulin im Fétus 
von diesem in die Mutter iibergeht und in dieser in der Richtung wirkt, 
fiir die die in der Einleitung erwihnten Beobachtungen zu sprechen 
scheinen. 

Indessen ist vielleicht auch an eine andere Méglichkeit zu derken. 
Durch eine auf meiner Klinik von Naeslund ausgefiihrte Untersuchung 
ist nachgewiesen worden, daB auf eine Erhéhung der Blutzucker- 
konzentration der Mutter ziemlich bald auch eine Zunahme des Blut- 
zuckergehalts im Fétus folgt, daB demnach eine Inkongruenz in bezug 
auf die Blutzuckerkonzentration der Mutter und des Fétus zu einem 
ziemlich schnellen Ausgleich tendiert. Die Versuchsanordnung von 
Naeslund ergab, daB eine primaire Erhéhung des Blutzuckergehaltes 
der Mutter sekundar zu einer Hyperglykamie des Fétus fiihrte 
umgekehrt kann man sich gut vorstellen, daB ein Defizit an Blutzucker 
im Fétus sekundar zu einer ausgleichenden Senkung des Blutzucker- 
gehalts der Mutter fiihren kénnte, daB also der an Zuckermangel 
leidende Fétus solchen von der Mutter heranzieht. Wenn auch die Deutung 
meiner und fritherer Untersuchungsresultate am wahrscheinlichsten 
in der Richtung zu gehen scheint, daB das Insulin vom Fétus in die 
Mutter iibergeht, soll doch die Méglichkeit nicht unbeachtet gelassen 
werden, daB sich die Wirkung des in den Fétus eingefiihrten Insulins 
ginzlich in diesem abspielt, dort eine exzessive Blutzuckersenkung 
herbeifiihrt, die dann sekundir durch den Glucosevorrat der Mutter 


ausgeglichen wird. 
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Bemerkenswert ist ferner in meinen Versuchen, daB die Senkung 
des Blutzuckergehalts des Muttertieres im Vergleich zu der nach 
direkter subkutaner Injektion am Muttertiere selbst auftretenden 
einigermaBen vermindert erscheint. Wenn die Hypoglykamie wirklich 
als ein Effekt des Uberganges von Insulin vom Fétus in die Mutter 
zu deuten ist, ist es offenbar, daB die Placenta hierbei irgendwie hemmend 
wirkt. DaB sie eine solehe Wirkung auf den Ubergang des Blutzuckers 


von der Mutter in den Foétus ausiibt, ist ja durch friihere Untersuchungen 
klargelegt, und wenn man meine Versuchsresultate nach der zuletzt 
angegebenen Richtlinie deuten will, ist die Verminderung der Hypogly- 
kamie im Versuchstiere in keiner Weise iiberraschend 











te tet tees - siti) iia 


Eine Mikromethode zur quantitativen Bestimmung der Lipoide. 


Von 
Eric Backlin. 
(Aus dem psychiatrisch-klinischen Laboratorium der Universitat Uppsala.) 
(Eingegangen am 2. Dezember 1929.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Die quantitativen Methoden zur Bestimmung der Lipoide in Koérper- 
geweben und -fliissigkeiten bestehen in der Regel aus zwei Prozeduren: 
einer einleitenden, welche die Trocknung des Gewebes und die Extraktion 
der Lipoide oder Lipoidgruppen aus demselben umfaBt (im letzteren 
Falle méglicherweise auch die Trennung der cinzelnen in der Gruppe 
enthaltenen Lipoide), und einer abschlieBenden Prozedur, bei der die 
Menge der isolierten Lipoide einzeln bestimmt wird. 

Bei der letzteren Prozedur erfolgt die Bestimmung bei den friiher 
ausschlieBlich und derzeit immer noch in Gebrauch stehenden Makro- 
methoden einfach durch Wdgung. Dieses Verfahren erfordert jedoch 
verhaltnismaBig groBe Ausgangsmengen an zu untersuchendem Gewebe, 
dessen Trocknung und Extraktion lange Zeit beansprucht, wobei 
auBerdem groBe Mengen der oft kostspieligen Lésungsmittel verbraucht 
werden. Bei Verminderung der Ausgangsmenge erreicht man natiirlich 
eine Grenze, bei der die gravimetrische Methode praktisch undurch- 
fiihrbar wird und das Problem also in anderer Weise gelést werden 
muB. 

Es wurden daher zur Bestimmung gewisser Lipoide kolorimetrische 
Mikromethoden ausgearbeitet, so z. B. fiir Cholesterin und Phosphatide, 
welche jedoch auBer gewissen technischen Unvollkommenheiten auch 
den Nachteil mit sich brachten, daB die Ausgangsmenge nicht geniigend 
klein gewahlt werden konnte, um z. B. bei der Probeentnahme zwecks 
Bestimmung des Lipoidgehalts von Blut die Venenpunktion durch 
einen Hautstich zu ersetzen. 

Im Jahre 1918 veréffentlichte Bang eine theoretisch vielver- 
sprechende Mikromethode zur Bestimmung von Neutralfett, Cholesterin, 
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Phosphatiden und Cholesterinestern im Blut. Die ganze Bestimmung 
sollte in einer Blutmenge von nur 200 mg erfolgen, eine Quantitat, 
die man leicht durch einen Hautstich erhalt. Die Methode litt jedoch 
in ihrer urspriinglichen Gestalt an so bedeutenden technischen Mangeln, 
daB sie erst im Jahre 1925, nachdem sie von Blix einer griindlicheren 
Bearbeitung unterzogen und auch teilweise modifiziert worden war, 
zur praktischen Verwendung gelangte. Beziiglich der Entnahme der 
Blutprobe, (es Trocknens, der Extraktion der Lipoide und deren 
Trennung verweise ich auf die Arbeit von Blix. Zwecks Bestimmung 
der isolierten Lipoide werden diese mit Kaliumbichromat in stark 
schwefelsaurer Lésung oxydiert und der Chromatiiberschu8 jodo- 
metrisch bestimmt. Diese Oxydation fiihrt jedoch unter den vor- 
geschriebenen Arbeitsbedingungen nicht quantitativ zu Kohlensaiure 
und Wasser. Da aber der Bichromatverbrauch innerhalb -gewisser 
Grenzen der Lipoidmenge proportional ist, kann diese berechnet werden, 
wenn man den Bichromatverbrauch pro 1 mg der verschiedenen Lipoide, 
die sogenannten Reduktionskoeffizienten, empirisch bestimmt hat. 

Diese unvollstandige Oxydation bildet offenbar eine gewisse 
Schwiiche der Methode, ohne doch im allgemeinen ihre Verwendbarkeit 
einzuschranken. Bevor Bloor, der seine eigene nephelometrische Lipoid- 
bestimmungsmethode verlassen hatte, mit der Priifung der Bangschen 
Methode in der Modifikation von Blix begonnen hatte, war er der 
Ansicht, daB die von Blix u. a. erhaltenen Ergebnisse ,,mit Riicksicht 
auf die kleinen Materialmengen, die bestimmt wurden, etwa 0,1 mg, 
geradezu wunderbar** waren; seine eigenen Kontrollversuche ergaben, 
daB die Methode die von Bang und Blix angegebene Leistungsfahigkeit 
besaB. Das giinstige Urteil Bloors bezieht sich auf die GleichmaBigkeit 
von Bestimmungsreihen mit einer und derselben Substanz, also auf die 
Konstanz der Reduktionskoeffizienten beim Arbeiten unter genau 
gleichen Bedingungen. Seine Reduktionskoeffizienten wichen jedoch in 
einigen Fallen nicht unbedeutend von den von Blix gefundenen ab, die 
ihrerseits bei einigen Substanzen von den Bangschen verschieden waren. 
In der folgenden Ubersicht sind die an verschiedenen Laboratorien 
gefundenen Koeffizienten zusammengestellt. 
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Obwohl also die Methode in der von Blix angegebenen Form 
anwendbar ist, wenn die Reduktionskoeffizienten von jedem Unter- 
sucher fiir seine Arbeitsbedingungen festgestellt werden, ware es natiir- 
lich erwiinscht, die Lipoide vollsténdig zu Kohlensaure und Wasser zu 
oxydieren. Dies hatte schon Bang versucht, jedoch ohne Erfolg. 
Gorodissky hat die Méglichkeit gepriift, durch Erwarmung des Lipoid- 
Bichromat-Schwefelsiuregemisches wahrend einer Stunde auf dem 
Wasserbad vollstandige Oxydation zu erzielen; ich habe ihre Versuche 
wiederholt, ohne aber zu brauchbaren Ergebnissen zu gelangen. Dem 
erstrebten Ziele am nachsten diirfte wohl Bloor gekommen sein, der die 
Verbrennung entweder wahrend 15 bis 20 Minuten bei 124°C oder 
wahrend einer Stunde bei 88 bis 90°C vor sich gehen lieB, wobei er 
durch Zusatz von Silberbichromat als Katalysator (nach Simon und 
Nicloux) fast vollstandige Oxydation erreichte. 

Die Schwierigkeiten bei den Versuchen der oben genannten 
Forscher zur Lésung des Problems haben ihren Grund darin, daB bei 
andauernder Erhitzung des Schwefelséure-Bichromatgemisches ein 
spontaner Zerfall von Bichromat unter Abgabe von Sauerstoff eintritt. 
Dieser spontane Zerfall laBt sich nicht vermeiden, wenn man geniigenden 
Oxydationseffekt erreichen will. In einem Blindversuch von Bloor 
entsprach der spontane Zerfall einem Verlust von 0,3 bis 0,4 com n/10 
Bichromatlésung, d.h. einer zur vollstandigen Oxydation von etwa 
0,1 mg Olsiure geniigenden Menge. Man vergleiche damit, daB die 
Methode von Bang- Blix mit einer fiir klinischen Gebrauch hinreichenden 
Genauigkeit die Bestimmung einer ebenso groben Gesamtmenge Lipoid 
in der Probe gestattet. Um zu vermeiden, daB der spontane Bichromat- 
verlust gewisse Grenzen tiberschreitet, miissen bei der Verbrennung nach 
Bloor die Zeit- und Temperaturvorschriften genau eingehalten werden; 
bei der Erhitzung auf 124°C darf die Ofentemperatur héchstens — 2° 
variieren; der Ofen mu 2 Stunden vorgewarmt werden, um die Ein- 
haltung dieser konstanten Temperatur zu erméglichen. Ferner wird 
angefiihrt, daB der spontane Zerfall in der Probe mit einer anderen 
Geschwindigkeit als im Kontrollversuch erfolgt. Da es auberdem 
Bloor nicht gelungen ist, vollstandige Oxydation zu erreichen (seine 
Werte liegen etwa 3°., unter den berechneten), und da man bei seiner 
Methode fiir jede Probe ungefahr 3 ccm Plasma benétigt, wahrend zur 
Ausfiihrung einer Bestimmung nach Bang- Blix schon 200 mg Vollblut 
geniigen, kann man insbesondere in Anbetracht des umstandlicheren 
Verfahrens bei der Bloorschen Methode in Zweifel ziehen, ob diese 
wirklich ein praktischer Fortschritt ist. 

Fiir meine Zwecke benétigte ich eine quantitative Mikromethode 
zur Bestimmung von Gehirnlipoiden, wobei aus gewissen Griinden eine 
Begrenzung der Ausgangsmenge auf etwa 30 mg Gehirnsubstanz er- 
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wiinscht war, entsprechend einer gesamten Lipoidmenge in der Probe 
von etwa 4 mg, die in fiinf Fraktionen zerlegt werden sollte. Es war 
also notwendig, isolierte Lipoidmengen von 0,1 bis | mg sicher zu be- 
stimmen. Bei der Ausarbeitung des Trocknungs-, Extraktions- und 
Trennungsverfahrens, wo es sich nur um relative Werte handelte, be 
diente ich mich mit gutem Erfolg der Bang- Blixschen Oxydations 
methode mit gewissen Modifikationen. Wegen der Schwierigkeiten, 
die mit der Reindarstellung der Gehirnlipoide verkniipft waren, konnten 
jedoch die Reduktionskoeffizienten der einzelnen Lipoide nicht mit 
hinreichender Genauigkeit ermittelt werden, weshalb es notwendig 
war, in irgendeiner Weise vollstandige Oxydation der isolierten Lipoide 
au erreichen. Auf Grund des bedeutenden Spontanzerfalls von Bi- 
chromat bei der Methode von Bloor konnte diese hier, wo es sich 
um sehr kleine Lipoidmengen handelt, nicht in Betracht kommen 
Dr. med. G. Blix am Medizinisch-Chemischen Institute zu Uppsala 
machte mich darauf aufmerksam, da es méglich sei, die durch den 
Spontanzerfall von Bichromat bedingten Fehler auszuschalten, wenn 
man dazu tiberging, die Menge der bei der Verbrennung mit Bichromat- 
Schwefelsaure gebildeten Kohlensdiure zu bestimmen. Auf dieses 
Prinzip griindet sich die Methode von Niclouxy zur Bestimmung von 
Kohlenstoff im Harn. 


Nicloux fiihrt die Verbrennung mit einem Gemisckh von Schwefelséiure 
und katalytisch wirkendem Silberbichromat nach Simon aus, fangt die 
gebildete Kohlensaéure in Natronlauge auf, fiihrt diese in tin anderes Cefal 
iiber, fallt mit Bariumchlorid, trennt das gefallte Carbonat durch Zentri- 
fugieren, lést es in einer bekannten Menge Salzséure, um schlieBlich mit 
Natronlauge zuriickzutitrieren. Diese Methode ist fiir Substanzmengen be- 
stimmt, denen 2 bis 3 mg Kohlenstoff entsprechen; .nan benétigt dabei 
mehrere Reagenzien und Titrierfliissigkeiten; die Ausfiihrung einer Be- 
stimmung beansprucht ziemlich viel Zeit (etwa 45 Minuten); schlieBlich 
liegen in der Methode Fehlerquellen (die Uberfiihrung der Lauge von einem 
GefaBs in ein anderes, das Zentrifugieren und die Titration), die bei Ver- 
suchen, eine 30mal kleinere Kohlenstoffmenge zu bestimmen, allzusehr ins 
Gewicht fallen wiirden. Das Verfahren von Nicloux war also fiir die kiemen 
nach meiner Methode isolierten Gebirmmlipoidmengen nicht brauchbar?  tch 
versuchte daher unter Beibehaltung der Grundziige seiner Methode, nainlich 
Verbrennung der organischen Substanz iit Schwefelsiure und katalytisch 
wirkendem Silberbichromat (nach Simon) und Bestimmung der bei der Ver- 
brennung gebildeten Menge Kohlenséure, ein technisch einfacheres und 
rascheres Verfahren auszuarbeiten, mit dem es mdglich ist, Lipoid nengen 
bis herab zu 0,1 mg zu _ bestimmen. 


Auf Grund des Interesses, das man derzeit der Erforschung der 
Blutlipoide entgegenbringt, und da sich die von mir ausgearbeitete 
Methode ohne weiteres auf das am besten ausgebildete und mit den 
kleinsten Ausgangsmengen arbeitende Verfahren der Blutlipoidbestim- 
mung von Bang-Blix iibertragen laBt, schien es mir angebracht, schon 
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vor AbschluB8 meiner Untersuchungen tiber die vollstandige Bestimmung 
der Gehirnlipoide meine Methode der quantitativen Bestimmung 
isolierter Lipoide zu veréffentlichen. 

Prinzip der Methode. Die isolierten Lipoide in einer zu erwartenden 
Menge von 0,1 bis 0.5 mg werden in einem Gemisch von Schwefelsaure 
und Silberbichromat verbrannt; die dabei gebildete Kohlenséure wird 
in Natronlauge absorbiert, aus dieser durch Zusatz tiberschiissiger 
Saure in Freiheit gesetzt und gasvolumetrisch bestimmt. 

Apparatur. Diese besteht aus einem Verbrennungsrohr A, das 
mit einem gut eingeschliffenen Glasstépsel versehen ist, durch den zwei 
Rohre fiihren, nimlich erstens das Ablaufrohr eines in 5 cem geteilten, 
mit einem Hahn versehenen Scheidetrichters, zweitens ein seitlich ab- 
gebogenes Rohr, das mit Hilfe eines kurzen Gummischlauchs mit dem 
Ansatzrohr eines gewéhnlichen van Slyke-Mikroapparats zur Bestim- 
mung der Alkalireserve des Blutes in Verbindung steht. Das Ver- 
brennungsrohr miBt etwa 20x190mm und mu aus Pyrex- oder 
anderem gehirtetem Glas hergestellt sein, um die Erwirmung bis zum 
Kochpunkt der konzentrierten Schwefelséure, d.h. tiber 300°C zu 
vertragen!. Die Verbindungsrohre des van Slyke-Apparats und des 








Abb. 1. 


1 Anfanglich benutzte ich fiir diesen Zweck ein gew6hnliches Pyrexrohr 
fiir N-Bestimmung nach Folin, das mit einem doppelt durchbohrten Gumimi- 
stopfen versehen war. Mit dieser einfachen Anordnung erhielt ich die in 
Tabelle I] wiedergegebenen Resultate. Bei langerem Gebrauch wird jedoch 
die Unterseite des Gummistopfens durch die Gase und durch verspritzte 
Tropfen der siedenden Saéure angegriffen, Gummipartikel fallen ins Ver- 
brennungsrohr und falschen die Resultate. 
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Verbrennungsrohrs miissen im Gummischlauch Glas an Glas liegen. 
Das Verbrennungsrohr und der van Slyke-Apparat werden an demselben 
Stativ montiert. Eine naihere Beschreibung des van Slyke-Apparats 
diirfte sich hier ertibrigen, da dieser zu der gewéhnlichen Ausriistung 
der meisten klinischen und medizinisch-chemischen Laboratorien gehért 
und in den meisten neueren Handbiichern beschrieben ist (siehe iibrigens 
die Abbildung des kombinierten Apparats Abb. 1). Fiir Analysen bis 
zu 0,5 mg Lipoid geniigt der gewéhnliche van Slyke-Apparat, bei dem 
das Rohr n ein Volumen von | ccm hat; fiir Bestimmungen bis zu | mg 
Lipoid tieB ich einen Apparat heratellen, dessen Rohr n doppelt so lang 
ist und also ein Volumen von 2 cem hat; dieses Rohr ist, wie das im 
gewohnlichen Apparat, in '/,9,cem geteilt. 


Die benutzten Lisungen. 

1. Silberbichromat-Schwe/eladurereagens. 

5g Silbernitrat werden in 25cem Wasser gelést und die Lésung 
zu einer solchen von 5 g Kaliumbichromat in 50 com Wasser zugesetzt. 
Die entstehende Fillung wird abzentrifugiert, zweimal mit destilliertem 
Wasser gewaschen und schlieBlich in 500 com konzentrierter Schwefel- 
siure gelést. Diese Lésung wird dann auf dem siedenden Wasserbad 
2 Stunden erwarmt und 3 Tage vor Benutzung stehengelassen. Durch 
dieses Verfahren gelang es, bei meinen Bestimmungen die durch Ver- 
unreinigungen im Reagens bedingte Kohlensiureentwicklung von etwa 
0.11 bis 0,17 cem auf 0,00 bis 6,01 cem, bezogen auf 10cem Sauregemisch, 
herabzusetzen. * 


2. Ktwa 5%ige Natriumhydroxydlisung. 


Die Lésung wird aus kohlensaéurefreiem Wasser und NaOH-Stiicken 
(Kahlbawm, Zur Analyse) bereitet, deren carbonathaltige Oberflichen- 
schicht zuniichst durch Abspiilen mit Wasser méglichst weitgehend 
entfernt wird. In lecem dieser Lésung fand ich bei meinen Versuchen 
in verschiedenen Fallen 0,10 bis 0,14 cem Kohlensiure. Die Léisung 
wird ohne Kohlensdurezutritt aufbewahrt. Das Einfiillen in den 
van Slyke-Apparat erfolgt mit Hilfe eines Hebers, der unten an der 
Spitze einen kleinen durchbohrten Gummistopfen tragt 


3. Etwa 20% ige Schwefelsdure 


Ausfihrung der Bestimmung. 


Die in Petroleumather oder Alkohol gelésten isolierten Lipoide, 
deren Menge bei Benutzung des 1 cem-Apparats 0,5 mg oder bei Be- 
nutzung des gréBeren Typus | mg nicht tiberschreitet, werden in das 
Verbrennungsrohr eingefiihrt, worauf das Lésungsmittel durch Erhitzen 
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zum Sieden auf dem Wasserbad abgedampft wird. Die letzten Spuren 
von Petroleumather werden durch Durchleiten eines Luftstromes 
withrend einiger Sekunden entfernt (loor hat durch Parallelversuche 
mit Stickstoff gezeigt, daB die Luft unter diesen Bedingungen keine 
merkliche Oxydation der Lipoide verursacht; dies wird auch durch 
meine Versuche bestitigt). Bei Benutzung von Alkohol als Lésungs. 
mittel ist es jedoch mit groBen Schwierigkeiten verbunden, in dieser 
Weise die letzten Spuren desselben zu entfernen; wenn man aber gegen 
Ende einige Tropfen destillierten Wassers zusetzt und dann einen 
Luftstrom durchleitet, kOnnen auch die letzten Spuren Alkohol entfernt 
werden. Nach Entfernung des Lésungsmittels wird das Rohr A an den 
van Slyke-Apparat angeschlossen. Der Hahn & wird geschlossen (man 
dichtet am besten mit einem Tropfen Schwefelsaure) und der Hahn « 
auf freie Verbindung n--a_ eingestellt; durch abwechselndes Auf- 
und Abbewegen von H und abwechselnde Einstellung von e auf freie 
Verbindung » 6 bzw. n--a bringt man das System A“ auf 
einen Unterdruck entsprechend einer Niveaudifferenz des Quecksilbers 
in G und H von 15 bis 20cm. Dann wird H so hoch gehoben, daf das 
Quecksilber in bis ¢ steigt, der an der Spitze mit einem kleinen durch 
bohrten Gummistopfen versehene Heber von der Aufbewahrungsflasche 
fiir die 5°. ige Natronlauge wird in 6 dicht eingedriickt, ¢ wird auf freie 
Verbindung n—% gestellt und Lauge bis zum Teilstrich 1,0 com ein- 
laufen gelassen. Durch Senken von H wird die Lauge in @ gesaugt, 
der Hahn e wird auf freie Verbindung na eingestellt, und aus dem 
Trichter m werden durch den Hahn k 5cem Sauregemisch angesaugt 
(Vorsicht, damit nicht nash der Saure Luft in A eintritt!). In dem 
Rohr 4 befindet sich also nun Lipoid und Sauregemisch, in @ die zur 
Aufnahme der durch die Verbrennung gebildeten Kohlensaure bestimmte 
Lauge. Der Unterdruck im System kann wahrend der ganzen Dauer 
der Analyse kontrolliert werden, so dab man Gewibheit besitzt, daB dic 
gebildete Kohlensiure aus dem Verbrennungsgemisch in Freiheit gesetzt 
wird. Durch die ,,federnde’’ Quecksilberwand in G -H wird eine 
Sprengung des Apparats unméglich gemacht, wenn durch SiedestoBe 
der Druck im Apparat plétzlich steigen sollte. Mit einer Gasflamme 
erhitzt man den Inhalt in A vorsichtig zum Sieden, bis sich weibe 
Schwefelsiuredampfe im Rohr bilden. Dabei beginnt die Gasent wicklung 
in dem Saéuregemisch. Man halt die Mischung 10 Minuten bei Siede- 
temperatur. Wahrend dieser Zeit und wihrend einiger weiterer Minuten 
bewegt man H auf und ab, so daB das Laugenniveau in n— ( zwischen 
dem 0,50-ccm-Teilstrich und dem Boden von d variiert. Dadurch 
erreicht man, daB die in A entbundene Kohlensaure nach G tibergefiihrt 
und dort von der Lauge aufgenommen wird. An der Bewegung der 
Schwefelsiuredimpfe la8t sich verfolgen, daS der Gasaustausch 








7Wwis 
Stat 
mon 
War 
bess 
Hah 
enth 
gese] 
der 

beim 
enth 
und 

yelos 
rascl 
auf $ 
Saue 
Laug 
Dies 
rator 
wird 
stellt 
eine 

finde 
Schw 
der | 
Kohl 
Gasb 
iiber! 
die 8 
gema 
inG 

nach 
das F 
kraft 
man 

den | 
das G 
der k 
abgel 
gezog 
bring 
fiir di 
Einst 

















Mikromethode zur quantitativen Bestimmung der Lipoide. 


480 


zwischen A und G@ lebhaft erfolgt. Wahrend dieses Vorganges wird das 


Stativ, an dem das Verbrennungsrohr und der van Slyke-Apparat 


montiert sind, einige Male geschiittelt, damit das Siuregemisch die 


Wande von A bespiilt und die Laugenoberfliche in G mit den Gasen 


besser in Berithrung kommt, Nach AbschluB der Absorption wird der 


Hahn « 


6 gestellt und das gesamte im van Slyke-Apparat 


enthaltene Gas wird durch Heben von H ausgetrieben, worauf e wieder 


geschlossen wird. 


In n befindet sich nun | cem Lauge, welche die bei 


der Verbrennung gebildete Kohlensiure gebunden und einen Teil des 


beim Spontanzerfall des Sauregemisches gebildeten Sauerstoffs gelost 


enthalt. 


Durch Senken des Hg-Niveaus in G bis zum Boden von @ 


und durch Schiitteln des Apparats wahrend einer Minute wird der 


geléste Sauerstoff in Freiheit gesetzt; man bringt die Fliissigkeit in n 


rasch und ohne Oszillationen nach oben und stellt das Hg-Niveau in // 


auf gleiche Héhe mit dem Teilstrich 0,93 ein, worauf das Volumen des 


Sauerstoffs abgelesen und notiert werden kann (das Gewicht von | com 


Lauge entspricht ungefihr dem Gewicht von | 


0,07 com Hg) 


Dieses Sauerstoffvolumen betragt im allgemeinen bei der im Labo 


ratorium herrschenden Temperatur 0,005 bis 0,02 cem. 
wird in dem Rohre belassen. 
stellt f auf ¢ 


Der Sauerstoff 
Man 1&Bt dann die Lauge nach d flieBen 
G@ und hebt das Hg-Niveau im Apparat (iiber dem sich 


eine nicht zu vermeidende Laugenschicht von einigen 0,0L cem_ be- 


findet) bis e, 


6 und bringt 1 cem! 


20° .ige 


Schwefelsiure in G (durch AbschluB der Lauge in vor Kinfiihrung 
der Schwefelsdure in n vermeidet man, da®B dabei in n unmittelbar 


Kohlensiure entwickelt wird; dabei wiirden naimlich in n zahlreiche 


Gasblasen gebildet werden, die sich dann nur mit Schwierigkeit oder 


iiberhaupt nicht mit der Hauptgasmenge vereinen lassen, wodurch 


die schlieBliche Ablesung des Gasvolumens erschwert oder unmdéglich 
gemacht werden wiirde). Man senkt //, bis sich die Schwefelsiure unten 


in G befindet, und éffnet den Hahn / auf d 


Die Lauge steigt dann 


nach G, wo eine lebhafte Gasentwicklung stattfindet. Ohne H zu heben 


das Hg-Niveau steht etwa in der Mitte von G 
kraftig, wodurch die Kohlensiure in Freiheit gesetzt wird. 


schiittelt man 2 Minuten 


Dann abt 


man einen méglichst groBen Teil der Fliissigkeit nach d flieBen, stellt 


den Hahn f/f auf c 


und hebt H rasch und ohne Oszillationen, bis 


das Quecksilber in H und n gleich hoch steht. Das Gasvolumen oberhalb 
der kleinen Flissigkeitsschicht tiber dem Quecksilber wird unmittelbar 


abgelesen. 


Davon wird das vorher gefundene Sauerstoffvolumen ab- 
gezogen und der Rest wird auf 0° C und 760mm Hg reduziert. 


Man 


bringt Korrektionen an fiir den Partialdruck des Wasserdampfs und 
fiir die kleine Kohlensiuremenge, die von der Fliissigkeit waihrend der 


Kinstellung auf Atmospharendruck reabsorbiert wird (nach van Slyke 
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im Mittel 1,7 °,). Diese Korrektionsfaktoren sind in Tabelle [ zusammen- 
gestellt fiir Barometerdrucke von 730 bis 790 mm Hg und Temperaturen 
von 15 bis 20°C. Die Korrektionen sind berechnet nach der Forme! 


(B wo). 2a! 


, , 
Vio c, 760 mm Hg) } °C, Bmm Hg)’ - 


5 
. ~ - LOLT, 
760 .(273 4+ b 


wo ¢t und B Temperatur bzw. Barometerdruck bei der Ablesung sind. 
w der Partialdruck des Wasserdampfes bei der herrschenden Temperatur 
und 1,017 der Korrektionsfaktor fiir die Reabsorption. Die Ablesungen 
an der Gasbiirette werden mit den aus der Tabelle I zu entnehmenden 
Korrektionsfaktoren / multipliziert nach der vereinfachten Formel 


J (0° ©, 760mm Hg) J (°C, Bmm Hg) * i. 


Tabelle 1. 





Tempe- Barometerdruck, mm Hg 
ratur oi 
Lt 730 740 750 760 770 780 700 
15 f-- 0,910 0,923 | 0,935 0,948 0,960 0,973 0,985 
16 0,907. 0,919 | 0,932 0,944 0,956 0.969 0,981 
17 0,902 0,914 0,927 0,940 0,952 0,964 0,976 
18 0,898, 0,910 0,922 0,935 0,947 0,959 0,971 
19 0,893; 0,995 0,918 0,930 0,942 0,954 0,967 
20 0,889 - 0,901 0,918 0,926 0,938 0,950 0,962 


\ 

Von diesem derart korrigierten Kohlensiurevolumen wird der 
Mittelwert einiger ebenfalls auf 0° C und 760 mm Hg reduzierter Blind- 
analysen abgezogen, die man in der oben angefiihrten Weise mit 5 ccm 
Sauregemisch und 1 ccm Natronlauge ausfiihrt. 


Aus der bekannten chemischen Formel des isolierten Lipoids 
1aBt sich dann leicht berechnen, wie grof die einem Kubikzentimeter 
Kohlenséure entsprechende Menge Lipoid ist. 

Eine Kohler®aiurebestimmung nach dem hier angegebenen Ver- 
fahren beansprucht im allgemeinen eine Zeit von 20 bis 25 Minuten. 

Als Beleg fiir die Genawigkeit der Methode werden in Tabelle LI 
die Ergebnisse einiger Bestimmungsreihen mit gewissen Lipoiden in 
wechselnden Mengen wiedergegeben. In der Tabelle II ist ferner an- 
gegeben die Zuverlissigkeit des Mittelwertes, ausgedriickt durch 
den mittleren Fehler des Mittelwertes m(M) und der mittlere 
Fehler 6 der einzelnen Bestimmungen, ausgedriickt in Milligrammen 


und in Prozenten. 
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Tabelle 11. 





Mittlerer Fehler « 


Anzahl |Berechnete Gefundene Differens der elnncinan 


Lipoid Bestim Menge Menge m (iM) Soelamien 
mungen in me in me in me 
in mg in 

Cholesterin 6 0,100 | 01925 + 0,0925 + 0.0016 + 0.0088 4+ 3,75 
6 0,500 0,510 0,010 | 4+ 0,0027 + 0,0067 13 

Stearinsdure 5 0,200 0,1994 0,0006 | + 0,0088 + 0,0986 43 
5 0,400 0,384 0,016 £0,0989 +¢ 0,0089 4 2.3 

10 0,500 | 0,498 0,007 | + 0,0060 + 0,019 9 

Palmitinsaure 10 0,500 0.515 + 0,015 + 60,0083 0.0104 24 
Tristearin 10 0,500 0,500 0,090 |+ 00,0082 + 0,0105 24 
Triolein 10 0.500 0.504 + 0,004 40,0042 +4 0.0182 + 2,6 


Literatur. 


I. Bang, diese Zeitschr. 91, 86 und 235, 1918. G. Blix, Skand. Arch. 
f. Physiol. 48, 267, 1926. W. R. Bloor, Journ. of biol. Chem. 77, 53, 1928. 


H. Gorodissky, diese Zeitschr. 159, 379, 1925. M. Nicloux, Bull. de la 

Soc. de Chim. Biol. 9, 639, 1927. D. D. van Slyke, Journ. of biol. Chem. 

80, 1917. D. D. van Slyke und W.C. Stadie, ebendaselbst 49, 1, 1921. 
Berichtigung. 


In der Arbeit von D. Alpern und L. Tutkewitsch, diese Zeitschr. 
215; 321, 1929, letzte Zeile, lies Leber statt Blut. 


, 


Berichtigung 


zu der Arbeit von S. E. de Jongh, Kine einfache Berechnung fiir die 
Hagedorn-Jensensche Zuckerbestimmung 


(diese Zeitschr. 216, 400, 1929). 
8. bis 9. Zeile soll heiben: 
{Blutzuckergehalt kleiner als 1,70, gréBer als 0,10°/ 59; Reduktion der 


Blindversuche fquivalent an weniger als 0,050, mehr als 0,010 mg 


Glucose. | 
12. Zeile, Formel: 


B 


A 
Zucker in mg = 0,358 x 
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